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RESUMEN
El presente estudio tuvo como objeto realizar un análisis comparativo de la eficiencia de
productos para la biorremediación de suelos contaminados con diésel, utilizando métodos
de bioestimulación por medio de la adición de productos comerciales OSE II (enzimas) y
Triple 15 (fertilizante), bioaumentación con Environoc 101 (bacterias) y atenuación natural
(sin adición de productos) a escala piloto.
Mediante la simulación de área, dispersión de productos comerciales y monitoreo durante
98 días en microcosmos, se evaluaron los tres tratamientos de biorremediación (atenuación
natural, bioaumentación y bioestimulación). Se evidenció que los tres presentaron
resultados eficientes con porcentajes de reducción de TPH´s mayores al 70%, teniendo en
cuenta las ventajas costo-beneficio se propone como alternativa de biorremediación para
este caso la atenuación natural, al presentar una población inicial de microorganismos
nativos que se adaptaron a la concentración del diésel, lo toleraron y lo redujeron al 90% de
TPH´s, dentro de las condiciones (temperatura, pH, humedad, tipo de suelo) empleadas en
este estudio.
El estudio implementado sobre el modelo se direccionó hacia el mejoramiento en primera
respuesta a la recuperación de los suelos contaminados por hidrocarburos y corregir los
problemas relacionados con la operación y transporte de los mismos. Siendo fundamental
para este trabajo, se presentaron alternativas de solución a los problemas relacionados con
el mantenimiento de las celdas previamente contaminadas para resultados positivos de

biorremediación, se plantearon técnicas para posteriores estudios que puedan ayudar a
mitigar los impactos negativos no sólo ambientales sino sociales y económicos.
Cada recomendación es respaldada por estudios previos garantizando la confiabilidad de
los resultados y dando cumplimiento a normatividad internacional aceptada en la operación
de biorremediación.
Palabras clave: Biorremediación – Bioestimulación – Bioaumentación - Bacterias
Environoc 101– Enzimas OSE II – Fertilizante T15.

ABSTRACT
This thesis provided

a comparative analysis of the efficiency of products for

bioremediation of contaminated with diesel soils, methods of biostimulation by adding
commercial products as OSE II (enzymes) and Triple 15 (fertilizer) and bioaugmentation
through Environoc 101 (bacteria) are used on a pilot scale that provides a detailed method
of system biodegradation.
By simulating area, dispersion and handling commercial products for 98 days in boxes
during analysis, it showed that the Natural Attenuation was efficient in reducing 70%
TPH's in the study , proposing alternative bioremediation , resulting in a initial growth of
native microorganisms adapted to different media , 90 % reduction of TPH's within
different boxes of study variables (temperature , pH, moisture ) in optimum conditions for
positive results for the biodegradation process .
The area of focus in this model is directed towards the improvement in first response to the
recovery of contaminated by oil and correct problems associated with the operation and
transport of the same soil. A fundamental alternative solutions to the problems related to
maintenance of boxes previously contaminated for positive results bioremediation present,
techniques for further studies that can help mitigate the negative impacts not only
environmental but also social and economic proposes .
Each proposed solutions is supported by previous studies ensuring the reliability of the
results and in compliance with accepted international standards in the operation of
bioremediation.

Keywords: Bioremediation - biostimulation - Bioaugmentation - Bacteria OSE II Enzymes
Environoc 101- - Fertilizer T15.
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INTRODUCCIÓN
Colombia en la actualidad presenta un alto índice en impactos negativos por derrame de
hidrocarburos, ocasionados en su mayoría accidentalmente durante las operaciones de
exploración, explotación, almacenamiento, refinamiento y transporte, siendo éste último el
que presenta un mayor riesgo debido a los distintos factores externos del medio circundante
y de la operación, que influyen en la materialización de este tipo de desastres; por otro lado
el transporte de crudo y sus derivados han sido afectados durante las dos últimas décadas
por acciones terroristas contra los oleoductos o instalaciones petroleras lo que ha
ocasionado que alrededor de dos millones de barriles sean expuestos al medio ambiente
dentro del territorio nacional a fuentes hídricas, suelos, aire, fauna y vegetación. Aunque en
el momento estos ataques han disminuido, los impactos ambientales permanecen en los
diferentes ecosistemas.
Existen una gran variedad de productos utilizados para la biorremediación de suelos
contaminados con hidrocarburos, sin embargo, para determinar la selección y eficiencia de
los mismos previamente se debe realizar un análisis de las características fisicoquímicas
específicas del suelo que se desea tratar, la concentración del contaminante, potencial de
microorganismos degradadores presentes, cantidad de nutrientes disponibles, entre otros
factores limitantes que pueden intervenir en el proceso, para de esta forma establecer si
basta con incentivar el crecimiento de las bacterias autóctonas de la zona o si se debe
realizar la inoculación de bacterias exógenas, lo cual es indispensable para garantizar la
efectividad y tiempos de ejecución del tratamiento. Por tales razones antes de iniciar un
proceso de biorremediación se hace pertinente la realización de estudios de factibilidad a
escala piloto con el fin de determinar cuáles son las mejores condiciones para la

biodegradación de hidrocarburos en un sitio particular, como también las tasas de remoción
del contaminante y tiempos estimados de ejecución del proyecto a escala real para lograr
los resultados esperados.

JUSTIFICACIÓN

En la actualidad existen una gran variedad de productos utilizados para la biorremediación
de suelos contaminados con hidrocarburos, sin embargo, para determinar la selección y
eficiencia de los mismos previamente se debe realizar un análisis de las características
fisicoquímicas específicas del suelo que se desea tratar, la concentración del contaminante,
potencial de microorganismos degradadores presentes, cantidad de nutrientes disponibles,
entre otros factores limitantes que pueden intervenir en el proceso, para de esta forma
establecer si basta con incentivar el crecimiento de las bacterias autóctonas de la zona o si
se debe realizar la inoculación de bacterias exógenas, lo cual es indispensable para
garantizar la efectividad y tiempos de ejecución del tratamiento. Por tales razones antes de
iniciar un proceso de biorremediación se hace pertinente la realización de estudios de
factibilidad a escala piloto con el fin de determinar cuáles son las mejores condiciones para
la biodegradación de hidrocarburos en un sitio particular, como también las tasas de
remoción del contaminante y tiempos estimados de ejecución del proyecto a escala real
para lograr los resultados esperados.
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FORMULACIÓN DEL PROBLEMA.
Como consecuencia de la problemática de contaminación asociada a derrames de
hidrocarburos, durante las últimas décadas se han desarrollado diferentes tipos de
tecnologías para realizar la descontaminación de aguas y suelos afectados siendo la
biorremediación una de las más utilizadas por su efectividad, versatilidad, relativamente
fácil operación, bajos costos y ser amigable con el medio ambiente. La biorremediación de
suelos contaminados se basa en la capacidad que tienen los microorganismos
principalmente las bacterias para degradar y consumir el carbono orgánico presente en los
compuestos aromáticos y alifáticos de los

hidrocarburos como fuente de energía

transformándolos en dióxido de carbono y agua después de una compleja serie de
reacciones biológicas y enzimáticas. La mayoría de procesos de biorremediación se basan
la estimulación del crecimiento de la microflora edáfica nativa de los suelos de la zona por
medio de la adición de nutrientes (bioestimulación) o bien a través de la inoculación de
cepas

de

microorganismos

especializados

(bioaumentación).

Los

procesos

de

biorremediación han sido ampliamente estudiados, en ocasiones se evidencian falencias
relacionadas con la selección del método más adecuado para incentivar el aumento de la
población microbiana, actualmente existen distintos tipos de productos comerciales tales
como bacterias especializadas, enmiendas y enzimas que están diseñadas para cumplir con
este propósito, sin embargo con frecuencia estos son utilizados sin antes realizar un análisis
en el cual se evalúen las condiciones ambientales y las características específicas del
terreno que se desea tratar, lo cual conlleva a que no se obtengan los resultados esperados
generando sobre costos y la extensión de los tiempos del tratamiento, por ello se plantea la
siguiente pregunta para el desarrollo del proyecto; ¿Cuál es la mejor alternativa de

biorremediación entre enzimas, bacterias y fertilizante teniendo en cuenta sus variables y
características evitando sobrecostos y extensión de tiempo?.

OBJETIVOS
Analizar la eficiencia de productos para la biorremediación de suelos contaminados con
diésel por medio de la inoculación de Environoc 101 (bacterias), la adición de OSE II
(Enzimas degradadoras) y de fertilizante Solucat a escala piloto.

 Evaluar los porcentajes de remoción de hidrocarburos totales en la fase inicial y
final de (TPH) en un periodo de dieciséis (16) semanas a escala piloto.

 Establecer las condiciones ambientales (pH, temperatura, humedad) bajo las cuales
se lleva a cabo este proceso de biorremediación.

 Comparar la eficiencia de las bacterias nativas del suelo versus las cepas de
bacterias exógenas inoculadas.

 Determinar cuál es la mejor alternativa en la biorremediación de suelos
contaminados con hidrocarburos entre los tres productos comerciales utilizados.
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1. MARCO TEÓRICO

1.1 EL SUELO.
Bajo una definición de suelo se conoce como el desarrollo de superficies de tierras
emergidas por el proceso de meteorización. Es la formación de un sistema estructurado por
elementos minerales, orgánicos, gas (intersticios) y agua dentro del suelo compactado o no
compactado. El uso del suelo se le atribuye por los fines antropogénicos o naturales ya que
constituye superficie de contacto entre los componentes de la Tierra (agua, aire, suelo).
Adicionalmente se mantienen los nutrientes para el respectivo crecimiento de la flora y
microorganismos, tales como hongos, algas, bacterias y protozoos que se encuentran
adheridos o no al componente suelo en diferentes concentraciones de población microbiana
(Alexander, M. 1995). En la superficie de los suelos se presentan la mayoría de las
reacciones bioquímicas que hacen parte del proceso de todos los componentes del suelo
tales como la materia orgánica, macronutrientes y otros minerales, pertenecientes a la
meteorización, adsorción y absorción de nutrientes para el sistema vegetativo.
Dentro de las características relevantes para éste elemento son la composición química,
tamaño de partícula y porosidad, humedad, capacidad de intercambio de cationes, estado
de aireación (oxígeno).

1.1.1 Composición del suelo
En el suelo existen varios minerales, uno de los más importantes y se encuentra en
mayor proporción es el dióxido de silicio (SiO2); otros minerales en cantidades
considerables son el aluminio y el hierro, y en una proporción menor se encuentran el

fósforo, potasio, magnesio, titanio, nitrógeno, azufre, manganeso, sodio y calcio; esta
composición química varia de un suelo a otro y a diferentes profundidades (Marks R;
Acar Y; Gale J. 1994).
Los microorganismos consiguen diferentes nutrientes de la fracción mineral del suelo
como fósforo, nitrógeno, azufre, potasio, magnesio, hierro, calcio, manganeso, zinc y
cobre. Estos disponen de una pequeña parte de los minerales convirtiéndolos en una
provisión y no en una fuente de energía de uso inmediato o a corto plazo.
La clasificación de los suelos se realiza según el tamaño de las partículas y se tienen en
cuenta tres componentes principales (Hernández, A; Gutiérrez, M; Rubiños, J; Alvarado,
J. (2006) :
 Arcilla: Este componente para a través de un tamiz de 0,002 mm.
 Limo: Es retenido a través del tamiz de 0,05mm.
 Arena: Es retenida a través del tamiz de 2 mm.
En un suelo con presencia de superficies con alta absorción de ciertas clases de
compuestos, reducen la disponibilidad de éste para la biodegradabilidad y se ve afectada
la disponibilidad de nutrientes para el intercambio de cationes del suelo arcilloso y los
compuestos orgánicos que tienen una carga eléctrica superficial negativa. Por ejemplo el
amonio (NH4+) el cual tiene carga positiva y pasa a estar disponible en un menor grado
para ser usado por las plantas y los diferentes microorganismos, además es retenido por
más tiempo en comparación con los nitratos. El amonio se oxida y pasa a tener una carga
negativa (Wright, AL; Weaver, R. 2004).
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Tabla 1. Clasificación de las partículas del suelo.

Tipos de
partículas
Arcilla

Diámetro en
mm
< 0.002

Área específica en
m2/Kg
1130.0

Limo

0.002 -0.05

45.4

Arena muy fina

0.05- 0.1

22.7

Arena fina

0.1 -0.25

9.1

Arena media

0.25 -0.5

4.5

Arena gruesa

0.5 – 1.0

2.3

Arena gravilla

1.0 – 2.0

1.1

Propuesta por G. Gilboy y adoptada por el Massachusetts Institute of Technology 1974.

1.2 ESTRUCTURA Y AGREGACIÓN DE UN SUELO.
1.2.1 Estructura del suelo
Definida como la organización y disposición de las diferentes partículas. La estructura
depende de sus características tal como la porosidad total de un volumen de suelo, su
tamaño y la distribución de los poros, afectando directamente el movimiento de fluidos,
infiltración, retención de agua y la aireación.
Existen suelos con partículas muy sueltas y no adheridas unas con otras, definidas como
carentes de estructura o estructura de grano simple (Polvo de desierto); existen suelos con
partículas unidas definidas como una estructura en masa (Arcilla seca) y suelos con
estructuras intermedias determinados como agregados (Jiménez, J; Decaëns, T; Thomas, R
y Lavelle, P .2003).

1.2.2 Agregación de un suelo
Es la estabilización de la arena, limos y arcilla formando compuestos de materia arcillosa
orgánica en agregados y estos constituyen unidades estructurales temporales donde la
estabilidad se ve afectada por los procesos microbianos, los cambios climáticos y la
actividad agrícola.
Los agregados son el resultado de enlaces iónicos entre la arcilla que tiene una carga
negativa en su superficie al igual que la materia orgánica, lo que nos da como resultado un
pH neutro por medio de cationes polivalentes que se encuentran en el suelo. Estos
agregados son consolidados posteriormente gracias a fuerzas físicas tales como la
evaporación, deshielo, crecimiento de raíces y compactación.

1.3. HUMEDAD DEL SUELO
El agua es un elemento fundamental para el suelo y más aun con sales disueltas para formar
la solución 14 del suelo y que es esencial para dar nutrientes a las plantas que crecen en él.
La humedad en el suelo es importante en la actividad biológica ya que aporta para el
crecimiento y la estabilidad de los agentes microbianos. Pero se debe resaltar que es
necesario un equilibrio porque un suelo con humedad baja presenta zonas secas que no
permiten una actividad microbiana disminuida y humedad excesiva impide el intercambio
de gases y el movimiento de oxígeno dando como consecuencia la aparición de zonas
anaerobias dando los elementos necesarios para el crecimiento de bacterias anaerobias y
anaerobias facultativas y la disminución de bacterias aerobias.
Clasificación del agua que se encuentra en el suelo:
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Gravitacional: Está libre para los microorganismos y las raíces de las plantas. Además,
transporta diferentes materiales y contaminantes (Martínez, H; Fuentes, J; Acevedo, H.
2008).
 Capilar: Contenida en los poros del suelo y los microorganismos pueden hacer uso
de ella.
 Osmótica: Se encuentra retenida en las partículas de arcilla y humus, por lo que no
es de fácil acceso para los microorganismos y las raíces de las plantas.
También debe tenerse en cuenta el concepto de potencia de matriz la cual se define como
la medida de succión necesaria para que cierto volumen de suelo almacene cierta cantidad
de agua.

1.4 EL PETRÓLEO.

Es la obtención de la degradación anaeróbica de la materia orgánica bajo ciertas
condiciones como el tiempo, la presión y la temperatura con lo cual la puede convertir en
crudo, gas licuado de petróleo, y sus derivados (Arroyo, M; Quesada, M; Quesada, R.
2008). El petróleo crudo está compuesto principalmente de hidrocarburos con diferentes
pesos moleculares que van desde el gas metano hasta alquitranes y bitúmenes. En su
composición molecular se encuentran cadenas lineales y ramificadas, anillos sencillos,
condensados o aromáticos.

Existen dos grupos de hidrocarburos importantes, los monocíclicos entre los cuales se
encuentran el benceno, tolueno y xileno (BTEX) y los hidrocarburos policíclicos (HAPs)
como naftaleno, antraceno y fenantreno.
1.4.1 Composición del crudo del petróleo
El petróleo se caracteriza por ser un líquido negro, viscoso y su composición química es
compleja, básicamente de la familia de los hidrocarburos. Los cuales constituyen uno de los
grupos de contaminantes ambientales con mayor importancia.
La gran mayoría son alcanos de cadena lineal (n-alcano o n-parafinas); alcanos ramificados,
cicloalcanos y variedad de hidrocarburos aromáticos. La composición elemental está
condicionada por los compuestos tipo hidrocarburo como el carbono en un 84% a 87%,
hidrógeno 11% a 14%, azufre 0% a 8%, oxígeno 0% a 4%

y nitrógeno y metales como

níquel y vanadio (Cunningham, C; Philp, J. 2000).
Los componentes principales se subdividen en:
 Fracción saturada: Confirmada por n-alcanos, alcanos ramificados con cadenas
alquílicas, cicloparafinas o cicloalcanos o los hópanos.
 Fracción aromática: (HAP´s) Hidrocarburos monoaromáticos, diaromáticos y
aromáticos policíclicos
 Fracción de resinas: Agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulfóxidos
y amidas.
 Fracción de asfaltenos: Agregados de HAP´s, ácidos nafténicos, ácidos grasos,
metaloporfirinas, fenoles polihidratados. Son compuestos con mayor polaridad y son
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menos abundantes, entre ellos hidrocarburos heterocíclicos, hidrocarburos oxigenados y
agregados de alto peso molecular y cadenas más largas y constituyen un 15% a 20% de
crudos no degradados (Ñustez, D. 2012).
 Naftenos: Compuesto por las cicloparafinas o cicloalcanos. Los más reconocidos son
los ciclopentanos alquilados especialmente los metilados y llegan a representar hasta un
31% del crudo. Los compuestos monocíclicos y dicíclicos corresponden hasta entre el
50% y 55% de la fracción; los tricíclicos al 20% y tetracíclicos al 25% en la cual están
los hópanos (Margesin, R; Schinner, F.2001).
 Oleofinas: Alquenos que están en menor cantidad en el crudo del petróleo. Toman
importancia en los productos obtenidos después de la refinación en el proceso de
cracking y existen hasta un 35% en gasolinas y 2% en otros combustibles (Ñustez, D.
2012).
 Aromáticos: Compuesta por moléculas que tienen uno a varios anillos bencénicos en su
estructura. Encontramos hidrocarburos monoaromáticos, diaromáticos y poliaromáticos
(HAPs).
 Hidrocarburos monoaromáticos: Como el benceno, el tolueno y xileno, que son de gran
importancia ambiental por su volatilidad y toxicidad.
 Hidrocarburos poliaromáticos: En el grupo de los diaromáticos encontramos naftaleno
(mononaftalenos, dinaftlenos, trinaftalenos y tetrametilnaftalenos) Es la familia más
grande de hidrocarburos que se encuentran en el crudo. El fenantreno, antraceo,
fluoreno y sus derivados están en la familia de los hidrocarburos poliaromáticos de tres

anillos. El fluoranteno, pireno, criseno y coroneno se encuentran en los hidrocarburos
poliaromáticos de más de tres anillos.
 Resinas y asfaltenos: Son mezclas complejas conformadas por núcleos policíclicos o
nafteno aromáticos. Contienen cadenas hidrocarbonadas con heteroátomos de oxígeno,
nitrógeno y azufre, y en algunos casos se ven asociados con pequeñas cantidades de
metales como el vanadio y el níquel.
1.4.2 Diésel
Es un hidrocarburo líquido con una densidad sobre de 832kg/m3 (0.832 g /cm3), el cual
está compuesto principalmente por parafinas y utilizado como combustible en calefacción y
en motores tipo diésel (Ríos, R. 2005).
Durante la destilación fraccionada del petróleo la extracción de los gases, gasolina y
queroseno, se continúa con la destilación del combustible diésel. El cual está constituido
por hidrocarburos muy poco volátiles, ligeramente aceitosos usado como combustibles para
los motores de este tipo.
Sus estándares de producción y calidad dependen de la materia prima del país que lo
produce. En el mercado pueden existir varios tipos de diésel, los ligeros que son usados
para los transportes por carretera y los pesados que son usados en motores de ferrocarril y
los navales.
1.4.3 Potencial petrolífero en Colombia
Estimado en más de 47 millones de barriles de petróleo los cuales están distribuidos en 18
cuencas sedimentarias con un área aproximada de 1.036.400 Km2. El 82% de esta área se
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encuentra disponible para la exploración y explotación de petróleo y gas natural. Los
sectores con una mayor actividad exploratoria son en el Magdalena, Catatumbo, La
Guajira, Cordillera Oriental, Putumayo y los Llanos Orientales. Los centros de producción
se encuentran en los departamentos de los Llanos Orientales, Santander, Antioquia,
Bolívar, Boyacá, Huila, Tolima, La Guajira, Putumayo y Norte de Santander (Torres, K;
Zuluaga, T.2009).
1.4.4 Refinación
La capacidad de refinación en Colombia es de 315 mil barriles por día. Las principales
refinerías de país son Barrancabermeja y Cartagena donde se procesan los crudos y se
obtienen los combustibles para cubrir la demanda nacional. Además, se atiende cerca el
75% de la demanda de los productos petroquímicos e industriales. Se han hecho diferentes
proyectos de optimización para aumento de la capacidad de producción y mejorar la calidad
de los combustibles según las nuevas normatividades y exigencias de tipo ambiental
(Zalamea, M; Mosquera, J. 2003).

Gráfica 1. Mapa Infraestructura Petrolera 2014. Recuperado en:
http://www.datacenterdynamics.es/sites/default/files/Ecopetrol.jpg
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1.4.5 Transporte
Colombia cuenta con una tubería de 4.184 Km de oleoductos para el transporte de petróleo
y 3.952 Km de poliductos para transporte de productos refinados. Para atender las
exportaciones o importaciones de petróleo y refinados se tienen tres puertos de embarque
por el Atlántico y el Océano Pacífico (Ecopetrol 2015).

1.5 HIDROCARBUROS Y CONTAMINACIÓN

La actividad petrolera, al igual que otras, afecta el medio ambiente por las numerosas
intervenciones, un ejemplo son los accidentes en tanques de almacenamiento o en
oleoductos y aunque estos son los más notorios es importante anotar que estas no son las
únicas fuentes de contaminación y tampoco son las más importantes. Las actividades como
la exploración y explotación del petróleo provocan impactos negativos sobre el medio
ambiente y las personas que están en contacto con este (Toss, O 2003).

1.5.1 Formas de contaminación.
1.5.1.1 Operación sísmica
Utilizada en la etapa de exploración, en donde se realizan detonaciones de cargas de
dinamita que generan ondas de resonancia dejando la zona con abundantes agujeros
dinamitados.
1.5.1.2 Fase de exploración
Basado en la utilización de lodos químicos, altamente contaminantes, y logran una mayor
penetración de los taladros en el terreno. Existe la construcción de piscinas en donde se

depositan el agua ácida y el lodo contaminado que sale con el petróleo alterando el
equilibrio del ecosistema. Además, se producen lodos con metales pesados y tóxicos como
lo es el cadmio, cobre, arsénico, mercurio y plomo (Consuegra, M. 1999).
1.5.1.3 Fase de extracción
Se da cuando alguno de los pozos exploratorios toca un yacimiento. Esta etapa presenta
riesgos como accidentes relacionados con gases tóxicos, aguas ácidas y los depósitos de
crudo.
1.5.1.4 Transporte
Es una de las etapas más riesgosas y costosas al evaluar la destrucción ambiental; se han
presentado altos porcentajes de barriles derramados en zonas selváticas, ríos, lagos y mares.
En las etapas de exploración y explotación se da una significante compactación del suelo
por el peso de la maquinaria donde se da una significativa pérdida de vegetación y en
consecuencia la erosión y la contaminación de los suelos de la zona.
De la misma forma los microorganismos del suelo son alterados por la contaminación con
hidrocarburos; desaparecen o disminuyen las especies con menor resistencia al igual que se
presentan altas tasas mutacionales (Ecopetrol. 2015).

1.5.2 Causas de los derrames

Colombia es uno de los países con mayores problemas de derrames generalmente debido a
los actos violentos por parte de organizaciones al margen de la ley las cuales amenazan la
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infraestructura petrolera, los habitantes de las poblaciones cercanas a esta infraestructura y
los ecosistemas (Vargas, P; Cuéllar, R; Dussán, J. 2004).
Pero no se puede desconocer que un bajo porcentaje se debe a accidentes súbitos no
provocados y que también contribuyen a la contaminación del ecosistema.
Las causas más frecuentes son (Ministerio Del Medio Ambiente. 1999):
 Falla operacional: Se da por una sobrepresión de la línea de transporte a causa de un
desajuste o asincronismo en la actividad normal del oleoducto, poliducto o estación.
Puede ser causada en la manipulación de los instrumentos o en la parte operativa por
fallas de tipo humano.
 Fatiga de materiales: Se presenta por el inadecuado mantenimiento de los tubos, pozos
o múltiple abastecimiento lo cual provoca un agujero, generando fuga de líquido.
Aunque existen en este caso acciones por parte de terceros como los son hurtos o
acciones de tipo terrorista.
 Impactos ambientales de los hidrocarburos: Sucede cuando es vertido en el suelo el
petróleo contaminando el ecosistema y afectando la salud humana además de los
riesgos de incendio o explosión. Estos derrames pueden llegar al subsuelo, aguas
subterráneas o cuerpos superficiales de agua.

1.6 EL PETRÓLEO Y LA DEGRADACIÓN MICROBIANA
Uno de los principales procesos de contaminación natural es la degradación microbiana,
acelerado y mejorado por medio de la aplicación de tecnologías de biorremediación. El
crudo de petróleo es una matriz contaminante que contiene diversidad de compuestos lo

que lo convierte en un sustrato para evaluar el potencial catabólico de cepas microbianas de
interés en la biorremediación (Vallejo, V;

Salgado, L; Roldán, F. 2005).

1.6.1 Biorremediación

Tecnología que utiliza el potencial metabólico de los microorganismos (Bacterias, hongos y
levaduras) que se encargan de transformar contaminantes orgánicos en compuestos más
simples poco o nada contaminantes, ayudando a limpiar terrenos o aguas contaminadas.
Los

diferentes

microorganismos

transforman

y

metabolizan

aeróbicamente

los

hidrocarburos y otros compuestos orgánicos hasta dióxido de carbón, agua y fuentes de
alimento para poder crecer y reproducirse y de esta forma la biodegradación se da de forma
natural. Existen microorganismos indígenas (microorganismos puros, sin contaminar) que
tienen la capacidad de adaptarse y degradar cualquier compuesto orgánico natural sin
intervención del hombre. Pero las condiciones ambientales deben ser las adecuadas como el
pH, temperatura, aceptor final de electrones (Para procesos aeróbicos es el Oxígeno),
concentraciones no tóxicas de contaminante para los microorganismos y condiciones
aceptables de humedad y conductividad. Si no se cumple con las condiciones se limita la
actividad biológica y es así cuando el hombre juega un papel fundamental en la mejora del
proceso mejorando las condiciones ambientales para aumentar la población y manipulando
genéticamente los microorganismos para degradar algunos compuestos químicos (Tyagi,
M; Fonseca, M; 2011).
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En el siglo XX se mostraron las primeras investigaciones encaminadas a estudiar las
características de los diferentes microorganismos para biodegradar contaminantes y el
nombre que se le dio a este proceso fue la biorremediación.
Las primeras patentes desarrolladas para los vertidos de gasolina fue en los años 70, el uso
del aire y peróxidos para suministrar oxígeno en las zonas contaminadas y así mejorar los
procesos de degradación fue implementado en los años 80.
En los años 90 se utilizó la técnica “Air sparging” que significa burbujeo de oxígeno el cual
permitió llegar a zonas por debajo del nivel freático (Enviromental Protection Agency EPA.
2012). También aparecieron las primeras investigaciones para tratamiento de metales
pesados, hidrocarburos clorados y el trabajo en ambientes anaerobios, al igual que el
desarrollo de métodos de ingeniería para mejorar el rendimiento de técnicas como el
landfarming y composting para los suelos contaminados (Ortiz, I; Sanz, J; García, M;
Valiño, Susana; Fernández, Villar. 2007)
En la actualidad la biorremediación es una técnica convertida en una industria, que a través
de la investigación busca mejorar en el desarrollo de técnicas de biología molecular para
conocer las características de las poblaciones microbianas indígenas y su potencial
enzimático, además de estudiar a fondo las propiedades físico químicas de los
contaminantes y el desarrollo de técnicas de bioaumentación efectivas.
Se han desarrollado varias técnicas, entre las más conocidas (Yaohui, X.; Mang, L. 2010):
 Físico-Químicas: Extracción de fluidos supercrítico y subcrítico y extracción de
disolventes (lavado con agua, disolventes orgánicos, agentes tensoactivos,
ciclodextrinas, aceite vegetal)

 Químicos: Por medio de la oxidación (ozono, ácido peróxido, entre otros),
degradación fotocatalítica y la electrocinética.
 Físico térmicos: Incineración, desorción térmica, extracción de vapor.
 Biológico: Biorremediación in situ, la biolabranza y el compostaje, tratamiento
aeróbico, anaeróbico y fitorremediación.
1.6.2 Factores influyentes en la biorremediación
Son aquellos factores ambientales necesarios para proporcionar las condiciones óptimas
para el crecimiento de los microorganismos, debido a la alta sensibilidad a los cambios de
temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes, oxígeno y humedad (Rodríguez, L. 2008).
 pH: Afecta de manera importante la actividad microbiana. No existen condiciones
preestablecidas que sean óptimas para todos los tipos de microorganismos, pero en
general el crecimiento es efectivo en un intervalo de pH entre 6.0 y 8.0.
 Temperatura: Uno de los factores más importantes que afecta el metabolismo de los
microorganismos y la tasa de biodegradación. Las bacterias crecen en intervalos de
temperatura entre 20 y 30 °C (condiciones mesófilas). En temperaturas superiores a
40°C decrece la biodegradación por desnaturalización de las enzimas y se inhibe a
temperaturas menores de 0°C.
 Humedad: Se requieren condiciones mínimas de humedad para el crecimiento de
microorganismos. El agua es un elemento fundamental en la estructura bacteriana
(protoplasma) y una de sus funciones es ser medio de transporte de compuestos
orgánicos y nutrientes hasta el interior de la célula. Cuando hay exceso de humedad se
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inhibirá el crecimiento bacteriano por reducción en la concentración del oxígeno en el
suelo.
La humedad del suelo puede limitar la biodegradación en suelos superficiales en donde
existen oscilaciones importantes en la cantidad de agua. Sin embargo, es importante aclarar
que la humedad depende de las propiedades de cada suelo, la clase de contaminación y el
tipo de biodegradación (aerobia o anaerobia) (Kauppi, S; Sinkkonen, A; Romantschuk, M.
2011).
 Oxígeno: Empleado en procesos biológicos e importante en ciertas reacciones de
oxidación -reducción catalizada por enzimas. Los microorganismos oxidan compuestos
orgánicos e inorgánicos, de donde obtienen energía para cumplir con sus funciones para
el crecimiento. En este proceso de oxidación se liberan electrones que ayudan a una
cadena de reacciones al interior de la bacteria. Un ejemplo en el metabolismo aerobio el
oxígeno (O2) es el aceptor y el agua (H2O) es el producto.
La mayoría de los hidrocarburos presentes en el petróleo son degradados con mayor
efectividad en un ambiente aeróbico. En forma anaeróbica con aceptores de electrones
alternativos (NO3-, SO4-, CO2, Mn4+ Y Fe3+) los hidrocarburos pueden ser degradados,
pero las tasas de efectividad son muy inferiores a las aerobias.
 Importancia de nutrientes inorgánicos: El metabolismo microbiano se dirige
principalmente a la reproducción y requieren que los nutrientes se encuentren
disponibles para ser asimilados y sintetizados. Entre los más importantes están el
fósforo y el nitrógeno.

La adición de nitrógeno y fósforo de tipo inorgánico contribuye positivamente en el
aumento de la población microbiana y en consecuencia la tasa de biodegradación de los
hidrocarburos contaminantes en el suelo. Se debe tener en cuenta que las proporciones
de estos nutrientes deben ser equilibradas ya que en exceso puede inhibir el proceso de
biodegradación. La relación habitual entre carbono: nitrógeno: fósforo es de 100:10:1.
También se debe tener en cuenta que el nutriente de tipo inorgánico se puede limitar por
su interacción química con los otros minerales presentes en el suelo. Un ejemplo es el
amonio que se puede unir a las arcillas a través de un intercambio catiónico y el fosfato
al unirse y precipitar con iones de calcio, hierro y aluminio (Yanine, H. 2010).
1.6.3 Factores físicos
Los de mayor importancia para la biorremediación son la biodisponibilidad, presencia de
agua y la provisión de un aceptor de electrones adecuado como lo es el oxígeno (Arroyo,
M¸Quesada, M¸Quesada, R. 2008).
 Biodisponibilidad: La relación entre la presencia de agua, el metabolismo microbiano y
la transferencia de masas es conocida como biodisponibilidad y su tasa de degradación
depende de la interacción de estos factores.
Para este proceso existen varios factores limitantes, el más importante es la
transferencia de masas, en donde se ven involucrada la absorción, la baja difusividad de
los compuestos especialmente de los microporos. La disolución en la fase líquida no
acuosa o la formación de uniones covalentes con la materia orgánica e inorgánica y que
en consecuencia generan el envejecimiento en el suelo y dificulta la biodisponibilidad
de los compuestos a lo largo del tiempo.
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 Presencia del agua: Importante para el crecimiento microbiano; cuando el agua está en
contacto con los contaminantes en cantidades significativas permite el desarrollo de las
poblaciones microbianas. Pero es importante tener en cuenta

que cantidades

inadecuadas pueden inhibir el flujo de aire y reduce la cantidad de oxígeno necesario
para la respiración microbiana.
1.6.4 Factores químicos
Según Atlas, R (1996) el factor más importante es la estructura molecular del contaminante
y de esta forma conocer sus propiedades químicas y físicas; y la capacidad para ser
biodegradado.
Esta capacidad se evalúa por los factores como la solubilidad, el grado de ramificación y
saturación. La biodegrabilidad de un hidrocarburo depende de su estructura molecular y los
parámetros más importantes son la halogenación, la existencia de ramificaciones, baja
solubilidad en el agua y la carga atómica.
De los diferentes grupos de hidrocarburos los n-alcanos y alcanos ramificados son los
sustratos con mayor facilidad de degradación por parte de los microorganismos del suelo.
Los alcanos de cadena larga son más difíciles de degradar por su elevado peso molecular y
la baja solubilidad en agua (Taccaria, M; Milanovic, V; Comitini, F; Casucci, C; Ciani,
M.2012). Los cicloalacanos se degradan de forma lenta al ser comparados con los n-alcanos
y los alcanos ramificados. Los HAPs que en su estructura tienen de 2 a 3 anillos aromáticos
son biodegradados eficazmente en el suelo con condiciones ambientales óptimas, pero los
HAPs que en su estructura contienen 4 a 5 anillos bencénicos presentan una biodegradación
nula o escasa y una baja solubilidad. Las resinas y asfaltenos son los productos con menor

degradación por su compleja estructura química y alto peso molecular (Gan, S; Lau, E; Ng,
H. 2009).
1.6.5 Factores microbiológicos
El más importante es el que ocurre en la transformación biológica de compuestos orgánicos
por medio de la canalización efectuada por las enzimas. Se requiere más de una enzima
para romper los enlaces del compuesto orgánico.
1.6.6 Microorganismos para la Biorremediación
Los microorganismos, principalmente las bacterias se reproducen de manera asexual, este
proceso es llamado fisión binaria o amitosis, en donde se generan dos células nuevas
idénticas a partir de una célula madre que se divide en dos y estas hijas se duplicaran de la
misma forma.
Este proceso es repetitivo hasta alcanzar una población de microorganismos, se puede
llevar a cabo según las condiciones ambientales, la cantidad de nutrientes y sustratos (Pino,
N; Carvajal, S; Gallo, A y Peñuela, G 2012).
1.7 ETAPAS DEL CRECIMIENTO BACTERIANO
Gráfica 2. Fases del crecimiento bacteriano.

Recuperado en: www.microbiologia.co.ar.
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 Fase de retardo: Sucede después de la inoculación, las bacterias empiezan en procesos
de adaptación al medio; la población bacteriana es mínima (Universidad Central De
Venezuela 2010).

 Fase de crecimiento exponencial: Sucede cuando hay una adaptación al medio de
cultivo y los microorganismos consumen la materia orgánica disponible, por lo que se
aumenta considerablemente la población de microorganismos gracias a la abundancia
de sustrato.
 Fase estacionaria: Los microorganismos han consumido la mayoría del sustrato
disponible en el medio, en consecuencia se llega al máximo de la población bacteriana
y esta puede durar estable dependiendo de la capacidad bacteriana y de las condiciones
del medio.
 Fase de muerte: Es la consecuencia de las bajas cantidades de sustrato, el número de
microorganismos decrece en un alto porcentaje, sin embargo los microorganismos con
mayor capacidad fagocitan a otros para obtener alimento continuar con sus funciones
vitales, este fenómeno se conoce como crecimiento crítico.
1.7.1 Clasificación de los microorganismos
De acuerdo a la fuente de carbón las bacterias se pueden clasificar en:
 Heterótrofos: Toman de la materia orgánica como fuente de carbón.
 Autótrofos: Toman el dióxido de carbón (CO2) como fuente de carbono.

Las bacterias toman de la luz y las reacciones bioquímicas de oxidación la energía
necesaria para formar tejido celular (Benavides, J; Quintero, G; Guevara, A; Jaimes D;
Gutiérrez, S y Miranda, J. 2006). Y según esto se clasifican en:
 Fotótrofos: La luz es su fuente de energía
 Quimiótrofos: Las reacciones bioquímicas son su fuente de energía.
También se clasifican dependiendo de las condiciones ambientales donde llevan a cabo los
procesos metabólicos:
 Aerobios: Su proceso metabólico se realiza en presencia de oxígeno como receptor
final de electrones.
 Anaerobios: Sus procesos metabólicos se realizan en ausencia de oxígeno y utilizan
dióxido de carbón como el receptor final de electrones.
Según los intervalos de temperatura en donde mejor se desarrollan, se clasifican en:
 Psicrófilas: Crecen en intervalos de temperatura entre -10a 30°C
 Mesófilas: Crecen en intervalos de temperatura entre 20 y 50°C
 Termófilas: Crecen en intervalos de temperatura entre 35 y 75°C
Según las condiciones de pH del medio, los microorganismos se pueden clasificar en:
 Ácidófilas: Los microorganismos sobreviven en condiciones de pH de 1.0 a 5.0
 Alcalófilas: Los microorganismos pueden sobrevivir en condiciones de pH de 8.0 a
14.
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1.8 LA BIORREMEDIACIÓN COMO ALTERNATIVA

Basada en la capacidad que tienen los microorganismos para degradar, consumir y
transformar los compuestos orgánicos tóxicos en productos menos tóxicos o inocuos como
agua, CO2 o en formas inorgánicas de Nitrógeno, Fósforo, azufre y tejido celular.
Como refiere Rincón, M. (2004) es una metodología reciente y presenta ventajas sobre los
métodos fisicoquímicos:
 Bajos costos de instalación y operación
 Es una tecnología simple y de fácil operación.
 Es un tratamiento seguro con mínimos riesgos a la salud.
 Presenta porcentajes de remoción de hasta el 90%.
1.8.1 Tipos de biorremediación
Para los autores Plaza, G; Otero, M; Torres, N; Velásquez, M; Corbalan, E y Rodríguez,T.
(2001)
 Aerobios: Sucede en presencia de oxígeno el cual actúa como receptor final
 Aanerobios: Sucede en ausencia de oxígeno, los aceptores finales de los electrones en
las reacciones óxido reductivas son el óxido de nitrógeno y óxido de carbón.
 Facultativos: Sucede cuando los microorganismos tienen la capacidad de trabajar en
ausencia o presencia de oxígeno.

1.8.2 Clases de biorremediación
 Tratamiento Ex Situ: El suelo contaminado es removido y llevado a una planta
especializada para dicho fin. Consiste en construir pilas de biorremediación a las
cuales se les inoculan bacterias y nutrientes en soluciones líquidas para que se
incentive la actividad microbiana y en consecuencia la degradación de los compuestos
contaminantes (Gentry, T; Rensing, C y Pepper, I. 2004).
 Tratamiento “in situ”: El suelo contaminado es tratado en el mismo lugar en donde fue
contaminado, removiendo la menor cantidad de suelo, las bacterias y los nutrientes
necesarios para incentivar la actividad biológica. La inoculación se realiza por medio
de pozos de inyección en el foco de contaminación.
 Bioaumentación: Consiste en la adición de enzimas provenientes de diferentes cepas
de microorganismos especializados en degradación y consumo de las cadenas y
anillos aromáticos y alifáticos de los hidrocarburos; esta metodología se puede aplicar
en in situ o ex situ.
 Bioestimulación: Se realiza la adición de nutrientes tales como nitrógeno y fósforo
entre otros, con el fin de estimular la actividad metabólica de los microorganismos
autóctonos, presenta en los suelos de la zona; también se puede realizar in situ o ex
situ.
1.8.3 Métodos de Biorremediación
Este término se aplica al proceso en el que se emplean métodos biológicos para transformar
contaminantes que se encuentran en el suelo o en el agua. El proceso de biorrecuperación
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en suelos se puede llevar a cabo en el sitio en donde ocurrió el accidente de contaminación
por medio de la excavación del terreno o fuera del sitio en instalaciones adecuadas para este
proceso (Arroyo, M.; Quesada, M y Quesada, R. 2008). Es importante realizar la
evaluación de ciertos parámetros como las características del terreno y el tipo de
contaminante a tratar para que así el proceso tenga un resultado exitoso.
1.8.3.1 Biorremediación “In situ”
Este tratamiento es la opción más adecuada para recuperar un terreno que fue contaminado,
en él no se requiere preparación excavación del material contaminado (Fonseca, A y
Vargas, F. 2006). Pero para elegir este tipo de recuperación se deben tener encuentra
diferentes variables como:
 Las actividades industriales que se realizan en la zona y si estas se ven afectadas por
la implementación de este tipo de tratamiento.
 Los costos de este comparado con otro tipo de tratamiento.
 La accesibilidad a la zona contaminada.
 Velocidad del proceso.
 Evaluar los peligros de extensión de la zona de contaminación.
 Este método se divide en dos clases, el tratamiento de compuestos volátiles y
semivolátiles y no volátiles (Cárdenas, C; Araújo, I; Bohórquez, M; Gómez, K;
Angulo, N y Gómez, A. 2004).Las técnicas más utilizadas son:

1.8.3.2 Bioaireación o bioventeo
Variante de la técnica de extracción de gas con vapor en donde se suministra aire al terreno
contaminado para activar los microorganismos presenta en el subsuelo y biodegradar los
hidrocarburos.
La técnica está basada en la extracción e inyección de aire, es de suma importancia conocer
la permeabilidad del suelos a los gases y de esta forma determinar el radio de influencia de
los pozos de venteo, la distancia entre pozos y el tamaño de los de los equipos de inyección.
Esta técnica se realiza en áreas poco profundas y pequeñas. Es muy efectivo con aquellos
contaminantes que tienen baja volatilidad.
Es altamente efectiva para tratar contaminaciones con compuestos de baja presión de vapor
(> de 1 mm/Hg), porque su tasa de degradación es mayor que la volatilización. Puede ser
una alternativa económica cuando los costos por excavación son altos, no utiliza
maquinaria pesada.
Sin embargo, existen ciertas desventajas como el tipo de contaminante y el grado de
concentración, se ve afectado el subsuelo por pérdida de nutrientes, requiere un suelo con
características de humedad, porosidad, conductividad hidráulica entre otras para lograr un
caudal de aire a través de la zona contaminada y requiere largos periodos de tiempo para
obtener la concentración deseada del hidrocarburo.
1.8.3.3 Inyección de aire a presión
La técnica se basa en inyectar aire a presión para desplazar el agua de los espacios
intersticiales de la matriz del suelo generando dos efectos principales:
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 El aire que es inyectado es capaz de absorber una significativa cantidad de
hidrocarburos volátiles que se encuentran en el agua y el suelo.
 El aire ayuda a elevar los niveles de oxígeno del agua y mejora la biodegradación de
los contaminantes.
Con esta técnica se remueven los contaminantes por medio de la volatilización de los
compuestos, la fase acuosa y la biodegradación. Se degradan con mayor facilidad las
moléculas más pequeñas son más biodegradables los compuestos parafinados o de cadena
lineal a una mayor favorabilidad los compuestos que tienen alta volatilidad (presión de
vapor < 10 mm/Hg a 20°C). El suelo debe tener una baja cantidad de arcilla y de muy
buena homogeneidad, y la permeabilidad del aire mayor a 10 cm2. Las condiciones de pH
varían de 6.0 a 8.0, con una humedad de 12 a 30% en peso, temperatura entre 0 y 40°C y la
relación de los nutrientes nitrógeno, fósforo de 10:1 (Mashreghi, M y Marialigeti, K.
2005).El tiempo de actuación es corto, no se requiere de áreas adicionales para realizar el
tratamiento, ni la utilización de maquinaria pesada. Sin embargo, hay poco control sobre el
movimiento del agua subterránea y los contaminantes lo cual puede agravar la extensión de
la contaminación.
1.8.3.4 Atenuación natural
No es considerada una técnica de descontaminación, pero si se encuentran dentro de las
técnicas de remediación In situ. Se caracteriza por la utilización de procesos fisicoquímicos
y el proceso de biodegradación (Roldán, F; Maldonado, C; Guevara, C y Cubillos, A.
2010).
Este proceso se conoce como un proceso de biotransformación natural en donde se reduce
la concentración de los contaminantes y hace parte de la dilución, dispersión, volatilización,

adsorción, biodegradación y las diferentes reacciones químicas que se producen en el suelo
y ayudan a la disminución de la contaminación.
Es utilizada para los casos en que la contaminación es producida por hidrocarburos de tipo
halogenado o no. Es posible en condiciones anaerobias o aerobias. En presencia de oxígeno
los microorganismos lo convierten en dióxido de carbono, agua y masa celular microbiana
(mineralización) y en ausencia los microorganismos dependen de otros aceptores de
electrones disponibles como el nitrato, sulfato y formas oxidadas de hierro y manganeso.
Para este proceso deben existir unas condiciones óptimas con el pH entre 6.0 a 8.0, la
humedad entre 12 a 30% en peso, temperatura entre 0 a 40°C y los nutrientes del suelo en
una relación nitrógeno: fósforo de 10:1. Además de un coeficiente de retardo favorable y
así se produzcan fenómenos de absorción eficaces. Es utilizado para reforzar el proceso
natural o reducir el riesgo.
La técnica es de muy bajo costo, puede darse en ausencia o presencia de oxígeno. Pero se
puede presentar etapas de producción y conservación de subproductos más tóxicos que los
iniciales, durante y después de la atenuación natural.
1.8.3.5 Bioestimulación
En este sistema se conduce el agua subterránea a la superficie por un sistema de pozos de
extracción, y se utiliza un reactor para volverla a inyectar y estimular la degradación
bacteriana de los contaminantes del subsuelo y del acuífero. Al agua se le agregan
nutrientes, oxígeno, microorganismos seleccionados y adaptados. Y este retorna al subsuelo
por medio de pozos de inyección, aspersores superficiales o galerías de infiltración
distribuidas en el sitio que se quiere descontaminar (Plaza, G; Otero, M; Torres, N;
Velásquez, M; Corbalán, E y Rodríguez, T. 2001).
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Para esta técnica los suelos deben ser lo más homogéneos con un valor de porosidad y
permeabilidad al aire mayor de 10-10 cm2, EL pH de 6.0 a 8.0, la humedad de 12 a 30% en
peso, temperatura entre 0 a 40°C y los nutrientes del suelo en relación nitrógeno: fósforo de
10:1.
Es muy útil para el tratamiento de extensas zonas contaminadas en centros industriales
donde es inconveniente parar el proceso operativo para realizar otros tipos de tratamientos.
1.8.3.6 Bioaumentación
En esta se realiza la introducción de microorganismos aclimatados o modificados
genéticamente con el fin de mejorar la biodegradación. Esta funciona adecuadamente en
laboratorio o biorreactor; pero en ambientes externos su implementación depende de
diferentes factores, como la presencia de toxinas, nutrientes, condiciones ambientales,
movilidad y distribución de los microorganismos y la presencia de materia orgánica. Los
microorganismos deben tener la capacidad de sobrevivir a los depredadores y competir
exitosamente con la población propia del terreno antes de ocupar los nichos potenciales
(Narváez, M y Martínez, M. 2008).
Es una técnica que no requiere el uso de maquinaria pesada y área adicional para realizar el
tratamiento. La dificultad más importante es la contaminación del medio y en consecuencia
existe dificultad para incrementar la población microbiana.
1.8.3.7 Biorremediación “Ex situ”
Existen dos tipos de tratamiento utilizados cuando el tratamiento se realiza fuera del lugar
donde está la contaminación: Tratamiento por vía sólida y tratamiento por vía suspensión.
Por vía sólida se distingue el tratamiento en lechos y tratamiento por compostaje, se
diferencian por el sistema de aireación, en el primero se tratan las capas menos profundas

del suelo y para el compostaje se requiere la formación de apilamientos de material
degradable (Maroto M y Rogel, J, 2004).
Para la técnica de suspensión se excava el material que fue contaminado y es trasladado a
un reactor, donde se realiza la suspensión en un medio acuoso, es decir bajo condiciones de
saturación de agua. El proceso tiene un mayor costo, pero se logra optimizar los parámetros
microbiológicos que hay en el control del proceso.
1.8.3.8 Bioceldas o biopilas
Es un tratamiento de biorrecuperación en condiciones no saturadas y se fundamenta en la
reducción de la concentración de contaminantes derivados del petróleo, en suelos con
excavación con el uso de biodegradación a partir de un sistema cerrado con control de
hidrocarburos volátiles, lixiviados y variables de diseño mediante el suministro de
nutrientes y oxígeno. Se realiza la formación de pilas de material biodegradable formadas
por suelo contaminado y materia orgánica en condiciones mejoradas para que se dé el
proceso de biodegradación de los contaminantes. Al fondo la pila cuenta con un aislante, el
más utilizado las geomembranas o canales plásticos para el control de lixiviados. Estas
pueden ser aireadas volteando la pila o mediante tubos perforados de aireación, con
distribución permanente de nutrientes, microorganismos y aire (Roldán, A; Iturbe, R.
2002). Se puede aplicar en la mayoría de los compuestos orgánicos, es más eficaz en los de
carácter más ligero.
Los hidrocarburos deben ser no halogenados y su concentración en el suelo debe ser menos
a 50.000 ppm. Las dimensiones del área de trabajo son grandes y dependen del volumen de
suelo a tratar.
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Se necesita una población microbiana mayor a 1.000 ufc/g de suelo, humedad de 40-85%
de capacidad de campo, temperatura de 10 a 45°C, baja proporción de arcillas, pH de 6.0 a
8.0 y baja presencia de metales pesados (menor de 2.500 ppm) y la concentración de
nutrientes en el suelo en un proporción normal de carbono: nitrógeno: fósforo de 100:10:1.
Es una técnica eficiente en el tratamiento de residuos con concentraciones bajas de
hidrocarburos. Al ser un sistema cerrado permite un mayor control de los diferentes
parámetros del proceso, entre otras las condiciones climatológicas adversas como
temperaturas bajas.
En condiciones donde no exista un espacio amplio se permite construir pilas de suelo de
cuatro a cinco veces más altas. Sin embargo, el proceso puede generar gases o vapores por
los hidrocarburos volátiles que afectan la eficiencia del proceso, y para esto la pila debe ser
cubierta por membranas o poner bajo techo. Además estos vapores deben ser colectados y
emitirse a la atmósfera lo que genera costos adicionales.
1.8.3.9 Biosuspensión
Conocido como sistema de contacto líquido-sólido. Consiste en excavar el suelo
contaminado e introducir un reactor con agua, nutrientes y cultivos de microbios. Se
realizan mezclas y se airea hasta obtener las transformaciones de los compuestos
seleccionados para su eliminación (Torres, K y Zuluaga, T. 2009). Luego se detiene la
mezcla y aireación para permitir que se separen los sólidos de los fluidos por
sedimentación. El sedimento es retirado y si hay éxito en la descontaminación el suelo se
devuelve a su lugar de origen; los fluidos son tratados como aguas de tipo residual.
Esta técnica tiene una mayor capacidad de controlar los sistemas de tratamiento vía
suspensión; es mayor y es más efectiva. Es aplicable a suelos contaminados con residuos

oleosos y consistencia alquitranada. Además es rápido y requiere menos superficie. Cabe
anotar que es de las técnicas más costosas y hay escapes de aire lo que lo convierte en una
técnica no recomendable para suelos contaminados con compuestos volátiles.
1.9

NORMATIVIDAD

En Colombia existen normas protectoras que garantizan a toda la población gozar
condiciones ambientales dignas. La Constitución Política de 1991 consagra en el capítulo 3,
en forma particular los artículos 79 y 80 donde expresan la protección de los derechos del
medio ambiente, refiriéndose de manera literal a lo siguiente:
“Artículo 79. Todas las personas tienen derecho a gozar de un ambiente sano. La ley
garantizará la participación de la comunidad en las decisiones que puedan afectarlo. Es
deber del Estado proteger la diversidad e integridad del ambiente, conservar las áreas de
especial importancia ecológica y fomentar la educación para el logro de estos fines.

Artículo 80. El Estado planificará el manejo y aprovechamiento de los recursos naturales,
para garantizar su desarrollo sostenible, su conservación, restauración o sustitución.
Además, deberá prevenir y controlar los factores de deterioro ambiental, imponer las
sanciones legales y exigir la reparación de los daños causados. Así mismo, cooperará con
otras naciones en la protección de los ecosistemas situados en las zonas fronterizas”.

En total existen 17 artículos relacionados con la protección, conservación, control y
mejoramiento de las condiciones ambientales y los recursos naturales. Para el cuidado y
protección del suelo están los artículos 360, 361 y 366.
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Además existe el código Nacional de Recursos naturales renovables y de protección del
medio ambiente (Decreto de ley 2811 de 1974) y la Ley 99 de 1993, como instrumentos
para regular la conducta humana en relación al uso de recursos naturales y el ambiente.
Para el recurso del suelo encontramos los siguientes artículos:
 Artículo 8º. Considera factores con impacto negativo para el ambiente, entre otros:
tales como degradación, erosión, las alteraciones nocivas de la topografía.
 Artículos 182º al 186º. Relacionados con el uso y conservación de los suelos.
 Artículos 324º al 326º Relacionados con los distritos de conservación de suelos.

La Resolución número 170 de 2009 considera, la contaminación del aire, las aguas y el
suelo como alteración del ambiente con sustancias o formas de energía puestas en él, por
actividad humana o de la naturaleza, en cantidades, concentraciones o niveles capaces de
interferir el bienestar y la salud de las personas, atentar contra la flora y la fauna, degradar
la calidad del ambiente, de los recursos de la nación o de los particulares. Se entiende por
contaminante cualquier elemento, combinación de elementos, o forma de energía que actual
o potencialmente pueda producir alteración ambiental de las precedentemente descritas. La
contaminación puede ser física, química o biológica.Sin embargo, el decreto 2820 de 05
Agosto de 2010 reglamenta el Título VIII de la Ley 99/1993 sobre Licencias Ambientales,
lo cual exige y da competencia en el sector de hidrocarburos “para el transporte y
conducción de hidrocarburos líquidos o gaseosos que se desarrollen fuera del campo de
explotación que impliquen la construcción y montaje de infraestructura de líneas de
conducción con diámetros iguales o superiores a 6 pulgadas (15.24 cm), incluyendo
estaciones de bombeo y/o reducción de presión y la correspondiente infraestructura de
almacenamiento y control de flujo”.

El código penal sanciona los delitos en contra de los recursos naturales en los artículos 242
al 247. Específicamente el artículo 247 se refiere a la sanción que se aplica a quien por
contaminación ambiental ilícitamente, incurrirá, sin perjuicio de las sanciones
administrativas a que hubiere lugar y siempre que el hecho no constituya otro delito, en
prisión de uno a seis años y multa de cincuenta mil a dos millones de pesos (López, J.
2002).
La ley 23 de 1997 por el cual se dictan disposiciones de prevención y control de la
contaminación del medio ambiente, mejoramiento, conservación y restauración de los
recursos naturales renovables, determinando como vienes contaminables el aire, el agua y
el suelo (García, A. 2005).
Esta ley define como contaminación a “la alteración del medio ambiente por sustancias o
formas de energía puestas allí por la actividad humana o de la naturaleza, en cantidades,
concentraciones o niveles capaces de interferir con el bienestar y la salud de las personas,
atentar contra la flora y la fauna, degradar la calidad del medio ambiente o afectar los
recursos de la nación o de particulares”. También define Contaminante como todo
elemento, combinación de elementos o forma de energía que actual o potencialmente pueda
producir alguna o algunas de las alteraciones ambientales descritas en la definición de
contaminación (García, A. 2005).
Finalmente en Colombia existe un modelo de norma extranjera para el manejo ambiental en
actividades industrializadas, éste es el Protocolo Louisiana 29B, en su Título 43 , parte
XIX, orden estatal 29B, incluye reglamentaciones donde se establecen los criterios y
parámetros técnicos para la disposición final de todos los residuos, pertinentes al control de
la contaminación, almacenamiento in situ, tratamiento y disposición de residuos de las
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actividades de exploración y producción petrolera que se generan en la perforación y
producción de petróleo y gas.
Bajo normativas nacionales no existen un marco sobre contaminación del suelo de manera
concreta o específica en una Ley o Decreto, existen disposiciones regionales o locales
decretadas por las Corporaciones Autónomas Regionales; debido a que el recurso suelo
hace parte del desarrollo general de los ecosistemas en todo el país, es por ello que no hay
un referente exclusivo para éste, sino que hay una legalización general de los mismos
recursos naturales (Corporación Autónoma Regional del Canal del Dique – Cardique 2012).
1.9.1 Compensación
Existe un derecho civil común determinante que es el el derecho ambiental el cual
manifiesta el reconocimiento de los perjuicios bajo tribunales en los que la ley de
compensación es directa en cualquiera que se presente la intensidad del caso de los
demandantes. La reparación ambiental puede darse en respuesta a (Díaz, C. 2014):
 La Adopción de Reglamentos. Se pone a prueba las obligaciones financieras de los
causantes que por su actividad económica ponen en riesgo el medio ambiente.
 Fondos de Compensación. Conformados por particulares, gobierno o mixto, los
cuales garantizan el costo de cualquier situación que amerite restauración ambiental,
mientras se define responsabilidad legal con o sin responsables.
 Adhesión a Convenios Internacionales. Buscan prevenir y unificar la legislación
como reglamento que organice todo el entorno petrolero.
 Seguros Ecológicos. Pueden considerarse de manera obligatoria para las actividades
económicas, entre ellas la petrolera, que ponen en riesgo los recursos naturales No
Renovables por medio del traslado de la responsabilidad a las aseguradoras.

Adicional a otros marcos normativos el Art. 2º de la ley 491 de 1999 en Colombia el seguro
ecológico tendrá por objeto “amparar los perjuicios económicos cuantificables producidos
a una persona determinada como parte de la consecuencia de daños al ambiente y a los
recursos naturales, en los casos de responsabilidad civil ex contractual, cuando tales
daños hayan sido causados por un hecho imputable al asegurado siempre y cuando no se
ha producido por un acto meramente potestativo o causado con dolo o culpa grave; o en
los casos de los seguros reales como consecuencia de un hecho accidental, súbito e
imprevisto de la acción de un tercero o por causas naturales.”
La autoridad ambiental competente certifica el daño ya sea por ocurrencia o cuantía
dispuesto en la Ley 491/1999. El responsable debe pagar con su propio patrimonio todos
los perjuicios en los casos en los que la cuantía o valor asegurado no ampare el daño. Todo
acto terrorista que causen impacto ambiental negativo con la actividad petrolera se
considera imputable por lo que es ocasionado por un tercero, considerada una causa extraña
(Rodas, J. 2005).
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2. DISEÑO EXPERIMENTAL

2.1 SELECCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL SUELO A TRATAR
Se emplea un suelo que pueda cumplir con las características de biorremediación tales
como la capacidad de retención de agua lo cual difiere en las fracciones de materia orgánica
y minerales para lograr la permeabilización y aireación y con ello la eficiencia de la
biotecnología a tratar en este estudio como refiere Arrieta, O; Rivera, A; Arias, L;
Rojano,B; Ruiz, O y Cardona, S (2010). El suelo utilizado fue tomado de la zona de
Fómeque (Cundinamarca) cerca a la rivera del Río Blanco, correspondiente a los primeros
50 cm del Horizonte A extrayendo un total de 20 kg. Esta cantidad de suelo se elige porque
no tiene previa contaminación por hidrocarburos, denominándose virgen para el estudio. Se
determina sus características físicas y químicas (Tabla 2) (ver anexo B) para cifrar la
eficiencia de la biorremediación antes y después del derrame de diésel (UN 1202) inducido.
Tabla 2. Propiedades físicas y químicas antes de contaminar el suelo del diseño
experimental.
Parámetros

Unidades

Suelo Fase Inicial

Textura
Arena

%

30

Limo

%

56

Arcilla
Densidad Real
Densidad Aparente

%
g/cm3
g/cm3

14
2.1
1.5

pH
UFC

Unidades de pH
UFC/g

6.1
1.8X108

Recopilación por la autora 2016 con base a resultados Laboratorio IMA 2015.

5.2 TRATAMIENTO PREVIO AL MONTAJE
El suelo que se emplea en el diseño experimental se extrajo de una profundidad de 50 cm,
discriminando la cobertura vegetal. Posteriormente se deja secar durante 7 días para luego
tamizar y llevarlo a partículas menores de 2.5 mm con el objetivo de asegurar que el
hidrocarburo refinado (UN 1202) pueda ser esparcido de manera uniforme y se reduzca la
formación de agregados que puedan intervenir en el estudio.

5.3 PROCESO DE MONTAJE DEL DISEÑO EXPERIMENTAL
Se realizaron los tratamientos de control (C), bioaumentación con bacterias (B),
bioestimulación con enzimas (E) y fertilizante (F); cada ensayo se realiza por triplicado en
12 celdas de vidrio con dimensiones de 15 cm*15 cm *15 cm, cada una con 1.5 kg de
suelo. El derrame inducido se realizó con el 10% de la cantidad de suelo a contaminar, es
decir 150 ml de diésel, las celdas de control (C) se dejaron con sus microorganismos
nativos manteniendo la humedad de 25% con agua potable, las celdas de bioaumentación se
inocularon con las bacterias (B) Environoc 101 con una cantidad choque inicial de 200 ml y
una dosis de mantenimiento de 100ml, en contraste se lleva a cabo el ensayo de
bioestimulación de la microflora edáfica añadiendo una solución de enzimas catalíticas
degradadoras de hidrocarburos (OSE II), según Cookson (1995) para un mejor desempeño
se utilizan micronutrientes como fósforo y nitrógeno en una cantidad de 15gr de
tripólifosfato de sodio y úrea al 46%. El tiempo de evaluación del tratamiento se realizó en
un total de trece (13) semanas realizando monitoreos de TPH, nitrógeno, fósforo, potasio a
lo largo de 98 días (fase inicial, fase final), adicionalmente se realizaron mediciones de pH,
temperatura, humedad y crecimiento microbiano en los mismos intervalos con el fin de
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analizar la correlación y variación de dichos parámetros con la eficiencia de la
biorremediación en cada uno de los tratamientos. (Ver anexo C).

Gráfica 3. Fuente: Autor 2016. Montaje de
celdas en material de vidrio dimensiones 15
cm x15 cm x15 cm.

Gráfica 4. Fuente: Autor 2016.Montaje de
celdas cubierto con geomembrana y suelo
francoarenoso.

Gráfica 5. Fuente: Autor 2016.Montaje de
celdas contaminadas con 150 ml con diésel
(UN 1202).

5.4 PREPARACIÓN DE DILUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO
Se realizaron diluciones en serie en 48 tubos de ensayo donde cada uno contenía 9 ml de
solución salina o agua peptonada al 0.85% estéril, para comenzar se toma 1 gr de suelo se
adicionó al primer tubo siendo 10-1 , se lleva al Vórtex durante 60 segundos y a partir de
ésta primera solución se tomó 1 ml con una micropipeta diluyendo en otro tubo con
solución salina al 0.85%. Éste procedimiento se repite hasta llevar la muestra hasta 10-4, las
muestras que se siembran en cada una de las cajas Petri con agar nutritivo corresponden a
las 3 últimas diluciones consecutivas, incubándose a temperatura de 37°C durante un
máximo de 3 días. El recuento de las unidades formadoras de colonias se realizó de manera
visual bajo parámetros de cuarteos invisibles dentro de cada una de las cajas. Ver Anexo C.

Gráfica 6. Fuente: Autor 2016.Materiales de
laboratorio para preparación de las diferentes
diluciones.

Gráfica 7. Fuente: Autor 2016.Preparación
de diluciones y homogenización por medio
de vortex.
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5.5 ANÁLISIS DE TPH EN EL DISEÑO EXPERIMENTAL
Los valores de Hidrocarburos Totales de Petróleo se cuantifican por medio del método
gravimétrico, recomendado para muestras muy aceitosas o acuosas cuando el hexano es
ideal como solvente. El resultado de la fase inicial y final fue realizado en el Laboratorio
Ingeniería Medio Ambiental Nit. 830.042.240-2 avalado por el IDEAM, empleándose el
método análitico SM 5520 F, las muestras fueron evaluadas bajo las siguientes condiciones:
peso constante del recipiente donde se coloca el terrón, temperatura de 120° C por 4 horas,
pasar por desecador para llevar a temperatura ambiente, peso de recipiente y nuevamente
llevarlo a la estufa bajo las mismas condiciones de temperatura hasta que no cambie el peso
final, llevar a un matraz con disolvente para realizar la evaporación total en un
rotoevaporador bajo condiciones de 50 mbar y 45°C hasta secar la muestra, se pesa
nuevamente el recipiente, se realizan los cálculos de concentración de hidrocarburos totales
con la diferencia de los pesos en cada una de las extracciones, teniendo en cuenta la
humedad de la muestra.

5.6 ANÁLISIS DE DATOS
Mediante hojas de cálculo en Excel se pudo transformar los resultados del crecimiento
Microbiológico de Unidades Formadoras de Colonias con logaritmo base 10 (LOG (A+1)
para poder reunir entre las tres réplicas por cada uno de los 4 ensayos (Control-BacteriasEnzimas-Fertilizante)

el promedio y desviación estándar; por medio del Software

Sigmaplot versión 12.0 se grafican los resultados de crecimiento en cada uno de los
ensayos de bioestimulación y bioaumentación al igual que los resultados del Laboratorio
IMA de TPH, pH y temperatura por medio de herramientas que permiten correlacionar más

de 5 resultados. Adicional a esto se realiza comparación entre tratamientos confirmando la
validación de los resultados y su discusión por medio del software IBM SPSS Statistics
(Ver anexo D).

Gráfica 8. Ingreso de datos de TPH a Sigmaplot 12.0. Autora 2016.
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Gráfica 9. Datos graficados TPH en correlación a través de Line/Scatter Sigmaplot 12.0. Autora
2016.

Gráfica 10. Ingreso de datos de crecimiento microbiológico a IBM SPSS Statistics 20.0. Autora
2016.

Gráfica 11. Resultados tabla Anova IBM SPSS Statistics 20.0. Autora 2016.
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3. RESULTADOS

De acuerdo a los estudios realizados para la biodegradación de hidrocarburos utilizando métodos
de bioestimulación y bioaumentación existen distintos factores que pueden limitar la eficiencia de
dichos procesos entre ellos las características físico-químicas del hidrocarburo como también las
propiedades especificas del suelo a tratar, tales como, temperatura, pH, disponibilidad de oxígeno
y macronutrientes entre ellos el nitrógeno y fósforo, factores los cuales en conjunto son
determinantes para una óptima ejecución del proceso (Arrieta, O; Rivera, A; Arias, L; Rojano, B;
Ruiz, O y Cardona, S; 2010). Como bien se conoce los microorganismos tienen la capacidad de
degradar una gran variedad de distintos tipos de hidrocarburos, por medio de la utilización de
carbono orgánico para obtener energía. En lo que se conocen como clasificación de
hidrocarburos, están los hidrocarburos alifáticos, hidrocarburos aromáticos; por lo que los
microorganismos reducen con facilidad las cadenas lineales de los hidrocarburos alifáticos, es
decir aquellos que contienen menos de 28 carbonos, presentando una agrupación abierta
hidrocarbonada, teniendo una clasificación cílcica o acíclica, entre ésta última se encuentra el
diésel (UN 1202), el contaminante de estudio. Según Solanas (2009) los hidrocarburos
aromáticos, define que entre más alto sea la cantidad de anillos su peso molecular directamente es
reflejada con su mayor resistencia a la biodegradación. Las condiciones ambientales en las que se
debe llevar a cabo un proceso de biorremediación deben ser las adecuadas con el fin de asegurar
que el metabolismo de los microorganismos sea eficiente. En este orden de ideas un factor
importante para degradar el contaminante es la disponibilidad de oxígeno, debido a que al ser
éste el aceptor de electrones, es indispensable en el proceso de metabolización del contaminante
(donador de electrones). La degradación de hidrocarburos se puede llevar a cabo por procesos

aeróbicos o anaeróbicos, los

primeros se caracterizan por ser más rápidos y obtener unos

mayores porcentajes de remoción generando CO2 y H2O como subproductos finales, en contraste
con los procesos anaerobios que se caracterizan por tener una biodegradación más lenta
generando CH4 como subproducto final.
Los parámetros relacionados con el crecimiento de los microorganismos están asociados con el
tiempo de adaptación de los mismos, el cual es necesario para que las poblaciones microbianas
puedan empezar a degradar el contaminante; sin embargo, en los casos de suelos contaminados
por un largo periodo de tiempo, este proceso de adaptación se da naturalmente, dado que la
microfauna edáfica se selecciona de acuerdo a estas condiciones de toxicidad pudiendo sobrevivir
y probablemente utilizar el hidrocarburo como fuente de energía (Solanas.2009). Con base en lo
anterior el siguiente estudio pretendió comparar la eficiencia de distintos métodos de
biorremediación de diésel a través de procesos de bioestimulación y bioaumentación, por medio
de la inoculación de bacterias degradadoras de hidrocarburos, fertilizantes inorgánicos y una
solución de enzimas respectivamente, bajo condiciones controladas con el fin de proponer
alternativas para el tratamiento eficiente de derrames y pasivos ambientales en el territorio.
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3.1 CRECIMIENTO MICROBIANO CELDA CONTROL

Gráfica 12. Crecimiento celda Control en 98 días de estudio. Autora 2016.

Al analizar la gráfica N° 12 se puede observar un decrecimiento de la población microbiana de
aproximadamente dos órdenes de magnitud durante los primeros 14 días de la fase experimental,
esto como consecuencia de la adición del contaminante en el suelo, después de lo cual se
evidencia la adaptación de los microorganismos nativos de la celda, iniciando con una fase de
crecimiento exponencial de la microfauna edáfica desde los 15 días hasta los 28 días del estudio,
alcanzando su punto máximo de crecimiento en dicho periodo; tiempo en el cual se evidencia
nuevamente una leve reducción en la población microbiana presumiblemente como consecuencia
de un proceso de respiración endógena derivado de la previa utilización del sustrato
(hidrocarburo) para sus funciones vitales. Finalmente se observa que la población de
microorganismos se mantiene estable en un título de 107 ufc/g hasta la fase final del experimento,

debido a que al tener las condiciones ambientales controladas no hubo otros parámetros que
interfirieran en la variación de la población de microorganismos totales presentes en la celda, esto
sumado al consumo del sustrato disponible para su crecimiento conllevó a que las ufc/g se
mantuvieran estables. Estos resultados indican que el suelo venía con una población alta de
microorganismos (108 ufc/g) y son tolerantes al diésel al mantener un crecimiento estable durante
el tiempo después de la adición del hidrocarburo.

3.2 CRECIMIENTO MICROBIANO CELDA BACTERIAS

Gráfica 13. Crecimiento celda Bacterias en 98 días de estudio. Autora 2016.

La gráfica N°13 muestra el comportamiento de la población de bacterias en la Celda dispuesta
para el proceso de bioaumentación utilizando el producto (Environoc 101). Al igual que en la
Celda de Control se puede evidenciar el decrecimiento drástico de los microorganismos presentes
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en el suelo una vez aplicado el contaminante durante los primeros 14 días, equivalente a 2.5
órdenes de magnitud con respecto a la cantidad inicial; es importante indicar que el título de
microorganismos es mayor al iniciar debido a la adición del producto comercial microbiano,
posteriormente se observa una aclimatación de la microfauna lo que sugiere que las bacterias del
producto comercial se adaptaron a las nuevas condiciones del medio, la cual conlleva a un
crecimiento de las poblaciones de microorganismos desde el día 14 hasta el día 28 de la fase
experimental, por lo que se puede deducir que tanto las bacterias presentes en el suelo como en
el producto comercial asimilaron de forma adecuada el hidrocarburo utilizándolo como sustrato
y aumentando así su biomasa. Después de la fase anteriormente anunciada se observa una
disminución en la población de microorganismos, presumiblemente como consecuencia de la
reducción del sustrato disponible para sus funciones vitales desde el día 28 hasta el día 70 del
estudio; sin embargo se observa un incremento leve de la población desde el día 71 hasta el día
84, con un título favorable, mayo a 107 UFC/g.

3.3 CRECIMIENTO MICROBIANO CELDA ENZIMAS

Gráfica 14. Crecimiento celda Enzimas en 98 días de estudio. Autora 2016.

El comportamiento presentado en la gráfica N° 14 corresponde a la celda en la cual se llevó a
cabo un proceso de bioestimulación por medio de la adición de enzimas degradadoras de
hidrocarburos (OSE II), la cual se puede analizar de la siguiente manera: al igual que en las
muestras anteriores se evidencia un decrecimiento de la población inicial de microorganismos
durante los primeros 14 días después de adicionado el contaminante, seguido de una fase de
crecimiento leve de los mismos hasta los 28 días del estudio, momento en el cual la población se
mantiene en un patrón relativamente estable hasta el final de la fase experimental. Mientras
ocurre el proceso de oxidación de materiales reducidos se obtiene la energía necesaria para el
crecimiento microbiano, allí las enzimas realizan su debido proceso de catalización para la
transferencia de electrones, entre ellos el oxígeno y los nitratos. Según Ñustez (2012) si la
concentración de nutrientes como N y P es baja, se produce una relación C/N y C/P muy altas, lo
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que no favorece la actividad microbiana, indicando que para ésta investigación se evidenció una
línea estable del crecimiento en la celda presuntamente por una baja concentración de
macronutrientes.

3.4 CRECIMIENTO MICROBIANO CELDA FERTILIZANTE

Gráfica 15. Crecimiento celda Fertilizante en 98 días de estudio. Autora 2016.

En la gráfica N°15 se puede observar el comportamiento del crecimiento de los microorganismos
correspondientes a la celda en la cual se utilizó fertilizante (Triple 15) como agente
bioestimulante para la biorremediación del suelo contaminado, se evidencia una reducción en la
cantidad de microorganismos luego de adicionado el combustible durante los primeros 14 días de
estudio, subsiguientemente se aprecia un crecimiento de la población microbiana alcanzando su
pico máximo en el día 28 , lo cual indica que los microorganismos utilizaron adecuadamente los
nutrientes del fertilizante para realizar la degradación del hidrocarburo, posteriormente se puede

observar un leve decrecimiento de la población hasta el día 56, probablemente debido al consumo
del sustrato disponible, seguido de una nueva fase de crecimiento, después de lo cual las
poblaciones se mantienen estables hasta el final de la fase experimental.
3.5 CORRELACIÓN CONTROL-BACTERIAS-ENZIMAS-FERTILIZANTE

Gráfica 16. Correlación bajo la variable de tiempo en las cuatro celdas de Bioestimulación y Bioaumentación en 98
días de estudio. Autora 2016.

En la gráfica N°16 se observa el comportamiento del crecimiento de las poblaciones de
microorganismos en cada una de las celdas de manera conjunta, se observa que la población de
microorganismos en el suelo era alta como lo indica la celda control, y el efecto que tiene la
adición de fertilizantes, producto comercial y enzimas en el aumento de esta población, la celda
con fertilizante produce un crecimiento mayor en los últimos días, probablemente porque al
adicionar nutrientes se genera un equilibrio que potencia el aumento de la población microbiana.
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El análisis de varianza (ANOVA) se realizó para evidenciar si el crecimiento bacteriano mostraba
diferencias entre tratamientos, demostró que no existen diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano entre tratamientos (p-value <0.05).

3.6 REDUCCIÓN TPH

Gráfica 17..Biodegradación del contaminante en estudio durante 98 días, etapa inicial y final. Autora 2016.

La gráfica de reducción de TPH de las celdas correspondientes a Control, Bacterias, Enzimas y
Fertilizante arroja los siguientes resultados: para el caso de la Celda de Control se cuenta con un
valor inicial de 108.800 ppm de TPH (10.88%), pasados los 98 días del estudio se evidencia un
promedio final en la concentración de Hidrocarburos Totales en la celda de 20.600 ppm (2.06%),
lo cual equivale a un porcentaje de remoción total del 81%. Ahora bien, aunque se obtuvieron
porcentajes de remoción en un rango relativamente aceptable, hay que tener en cuenta que al

tratarse de una celda de control se involucran otros factores tales como, procesos químicos y
físicos como lavado, volatilización, fotodescomposición, los cuales sumados a la atenuación
natural contribuyeron a la degradación del hidrocarburo, debido a que como se evidenció en los
resultados del crecimiento bacteriano, el suelo ya venía con una población alta de
microorganismos en un título de 108 y su viabilidad no se vió afectada por la adición del diésel, al
correlacionar estos datos con la disminución del contaminante, esto sugiere que la población
endógena del suelo es degradadora de diésel (Margesi, R y Schinner, F. 2001).
Por otro lado en lo que respecta a la Celda de bioaumentación por medio de bacterias se obtuvo
una concentración promedio de TPH final de 12.100 ppm (1.21%) lo cual equivale a un
porcentaje de remoción del 89%, sin embargo teniendo en cuenta que el porcentaje de remoción
de la Celda de Control estuvo en el orden del 81%, se deduce que la diferencia del 8%
corresponde específicamente a la degradación del hidrocarburo por la actividad biológica de las
bacterias, la adición de bacterias exógenas aumenta la degradación del contaminante, mas no es
tan significativa debido a que de por sí la población nativa del suelo ya presenta un buen
porcentaje de degradación del diésel, esto sugiere que no es necesario adicionarle bacterias
exógenas, lo cual aumenta los costos (Korda, A; Santas, P; Tenente, A y Santas, R. 1997). En
contraste los resultados alcanzados para la celda asignada al proceso de bioestimulación por
medio de la adición de enzimas arroja los siguientes resultados: la concentración final promedio
de hidrocarburos totales fue de 25333 ppm (2.53%), que equivale a un porcentaje de remoción del
76%, valor inferior comparado con los resultados que arrojan las demás celdas, lo cual puede
atribuirse a la posible desnaturalización de las proteínas presentes en la enzima ocasionando que
los microorganismos no lograran realizar la biodegradación

del carbono disponible como

sustrato, dando lugar al consumo únicamente del nitrógeno y fósforo que contenía el producto
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(OSE II), puede que las condiciones no fueron adecuadas para la activación de las enzimas y de
alguna manera inhibieron la actividad propia de los microorganismos del suelo, debido a que el
porcentaje de degradación es menor al del control. Finalmente al analizar los valores de remoción
de hidrocarburos totales para la celda de bioestimulación a través de la adición de fertilizante
(Solucat 25-5-5), se evidencia una remoción promedio de TPH de 90% que equivale a un valor
final de 11.300 ppm (1.13%), valor muy cercano a los límites máximos permisibles establecidos
al Protocolo Louisiana 29B (10000 ppm equivalente), por lo que se puede decir que la mayor
eficiencia alcanzada se dio lugar al bioestimular el crecimiento de la microfauna edáfica del suelo
utilizado para el estudio (Moreno, C; González, A y Blanco, M. 2004), indicando que los
microorganismos nativos lograron asimilar de una forma relativamente eficiente el nitrógeno y
fósforo añadido en el fertilizante, a partir de lo cual lograron degradar una parte de las cadenas de
carbono en el combustible, resultado el cual es equiparable al obtenido a través de la
biorremediación por medio de bacterias dado que para este caso si se comparan los resultados
frente a la celda de control se puede asumir una remoción atribuida a la actividad biológica del
orden del 9% obviando los factores ambientales externos que influyeron en la meteorización del
hidrocarburo, esta celda presentó los mejores resultados al aportar fuentes de nitrógeno y fósforo
que potencian la actividad metabólica de los microorganismos (Castro, J; Perdomo, M y
Benavides, J. 2004).
La aplicación de éste modelo permite ver más allá alternativas de biorremediación que han
sido estudiadas y verificadas por medio de diferentes estudios y que efectivamente se
pueden aplicar en Colombia y es solamente el tema de la Atenuación Natural, por lo tanto
bajo los resultados obtenidos durante el tiempo de investigación se determina que en todo el
proceso se alcanzan resultados muy parecidos a la eficiencia de la Atenuación Natural en la

celda de control por sus microorganismos nativos y debido a los parámetros que se
establecieron y se observaron tasas de biodegradación del contaminante debido a los
procesos de atenuación natural; los cuales consisten en determinación de la zona afectada
con hidrocarburo y éste se somete a diferentes pruebas para su debida remediación tales
como parámetros geoquímicos como indicadores de actividad biólogica en el subsuelo,
estimación de masa de contaminante, muestreo de campo con ciertas frecuencias, éstas
deben ser puntuales y precisas en la metodología para realizar correlaciones o
comparaciones entre los puntos de muestreo (Wisconsin Department of Natural Resources.
2014). Éste tipo de tratamiento alternativo se ha convertido en una técnica que ha sido
ensayada, seleccionada o utilizada para la mitigación de desechos peligrosos o materiales
contaminados, aunque todavía no se dispone de datos bien documentados en Colombia pero
si en otros países como Australia y Estados Unidos sobre su costo y resultados en diversas
condiciones de aplicación pero que no llegan tan lejos para ser aplicados con contaminantes
específicos o en áreas de suelo que no comprendan gran cantidad de terreno. Además la
Atenuación Natural es una opción viable para lugares donde se ha reducido la
concentración del contaminante como consecuencia de las medidas correctivas y
pertinentes, para el presente estudio se considera que las celdas de bacterias, enzimas y
fertilizante presentan esta antesala para añadir un sistema de biorremediación lineal y no en
serie para el proceso de biorremediación (Southern Division, Naval Facilities Engineering
Command And The Georgia Naval Facilities Engineering Service Center. 2003).

Página 61

3.7 CARACTERIZACIÓN PH

Gráfica 18. Variable pH durante el estudio. Autora 2016.

Al analizar los resultados se puede evidenciar que la totalidad de las muestras manejaban un valor
de pH igual a 5.64 en la fase inicial del estudio, sin embargo; se puede observar que los valores
finales para el caso de la Celda de Control y Bacterias se mantuvieron prácticamente estables
durante todo el experimento, llegando a un valor máximo de 5.87, en contraste, las celdas
correspondientes a enzimas y fertilizante incrementaron levemente su valor hasta un máximo de
6.20; situación que puede estar asociada con la reacción de los iones de amonio (NH4+) del
fertilizante con el suelo por un proceso de nitrificación formando nitratos (NO3−), reacción en la
cual se produce la liberación de iones de hidrógeno (H+ ) lo que puede explicar el leve incremento
de pH, que de igual forma se mantiene en un rango ligeramente ácido. Los tratamientos enzimas

y fertilizantes aumentan el pH hacia niveles neutros que son óptimos para el crecimiento y
metabolismo bacteriano. El pH en los 4 tratamientos se mantuvo en niveles cercanos a pH neutro,
lo que se ve reflejado en el buen crecimiento de la población y la buena actividad metabólica para
degradar el contaminante.Se ha reportado que cuando el pH es ácido (menor a 4.0) o es alcalino
(mayor a 10) el crecimiento disminuye y la actividad metabólica decrece. Se considera que el
metabolismo en consecuencia tiene un decrecimiento del pH durante el proceso de inoculación y
permanencia en la fase experimental; sin embargo, existe una ventaja que sólo conviene a quiénes
compiten, es decir, algunos microorganismos bajan el pH del medio para que otras poblaciones
de bacterias sean predominantes que otras (Universidad Pública De Navarra. 2008).

3.8 CARACTERIZACIÓN TEMPERATURA

Gráfica 19. Fluctuaciones de la temperatura durante el tiempo del estudio. Autora 2016.

En la gráfica N° 19 se evidencia el comportamiento de la temperatura a lo largo de los 98 días de
estudio en cada una de las celdas. Se puede observar que este parámetro presentó oscilaciones
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entre un rango de los 19 a 21 °C, sin embargo dichas variaciones no fueron significativas por lo
que aparentemente no influyeron en la remoción del hidrocarburo por parte de los
microorganismos ni en su crecimiento, estas bacterias están adaptadas a la temperatura ambiente
y pueden funcionar bien bajo esta temperatura de mesófilos. La variación demuestra los cambios
leves en la temperatura ambiente.
3.9 HUMEDAD
Tabla 3. Resultados de Humedad en cada uno de los tratamientos de estudio.Fuente: IMA 2015.
TRATAMIENTO
PRUEBA INICIAL
CONTROL 1
CONTROL 2
CONTROL 3
BACTERIAS 1
BACTERIAS 2
BACTERIAS 3
ENZIMAS 1
ENZIMAS 2
ENZIMAS 3
FERTILIZANTE 1
FERTILIZANTE 2
FERTILIZANTE 3

UNIDAD RESULTADO
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

4,09
10,12
11,52
6,67
6,7
6,75
6,22
9,61
11,17
9,12
9,85
12,77
12,15

Para el crecimiento inicial de los microorganismos se requiere una condición mínima de
humedad, lo que indica que el agua desarrolla un medio de transporte de nutrientes y oxígeno a la
población microbiana, es importante establecer esta condición bajo un orden del 10-65 % como
masa admisible en el suelo hasta la saturación, (Gómez; Gutiérrez; Hernández; Hernández;
Losada; Mantilla. 2008), durante los 98 días de estudio se evidenció la cantidad de agua

disponible entre el 6 -15% lo que permitió estabilidad del crecimiento microbiano y nunca
impidió la transferencia de nutrientes para la actividad metabólica en la biorremediación.

3.10 COMPORTAMIENTO DEL NITRÓGENO, FÓSFORO Y POTASIO EN EL
DISEÑO EXPERIMENTAL.
Tabla 4. Resultados de Nitrógeno, Fósforo y Potasio.
Parámetros

Unidades

Nitrógeno

mg/Kg

Fósforo

mg/Kg

Potasio

mg/Kg

Suelo
Fase
Inicial

Fase
Final
Control

Fase
Fase
Fase
Final
Final
Final
Bacterias Enzimas Fertilizante

12400

10800

14100

24800

33600

9,77

21,14

47,27

128,41

93,64

22,89

88,27

22,89

411,24

410,24

Fase Inicial y Final del diseño experimental Laboratorio IMA. Autora 2016.
(Ver anexo B)
Tabla 5. Relación resultados tabla 3 C:N:P (100:10:1)
Parámetros

Relación
Carbono
Total

Nitrógeno

%

Fósforo

%

Potasio

%

Suelo
Fase
Inicial

Fase
Final
Control

Fase
Fase
Fase
Final
Final
Final
Bacterias Enzimas Fertilizante

11.4

10

13

22.8

30.88

0.008

0.020

0.043

0.118

0.086

0.021

0.081

0.021

0.380

0.380

Conversión en porcentaje (%) de cada uno de los macronutrientes. Autora 2016.

Existe una relación muy importante entre la acción de los microorganismos sobre los nutrientes
debido a la cantidad e interacción con los macro y micronutrientes. Para el proceso de
biorremediación es necesario mantener una relación carbono: nitrógeno entre valores de 100:10
(Acuña, A; Pucci, O y Pucci, G. 2008) sin embargo en los ensayos de bioaumentación como la fase
final de bacterias ocurre que las bacterias fijadoras de nitrógeno son muy lentas para el proceso
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requerido de biorremediación, sin embargo bajo estas concentraciones se determina un porcentaje
de remoción ideal. La línea del Nitrógeno demuestra la relación equivalente 10:1 aumentando en
la Fase Final del Fertilizante debido al aumento de macronutrientes que permiten con la acción de
los microorganismos la reducción del hidrocarburo, demostrando en los resultados de TPH su
máxima eficiencia en valores de magnitud de 9.0. La línea del fósforo presenta un aumento
gradual en cada uno de los ensayos durante los 98 días de estudio, indicando que cada uno de los
factores involucrados como pH, humedad inducen a un incremento de iones fosfato diluidos y
finalmente a la adición de fertilizantes proporcionan una mayor área de superficial en contacto
con el suelo teniendo como resultado un valor superior a la fase inicial del estudio, en las
diferentes celdas de estudio se presentaron las mayores concentraciones de fósforo debido a
liberación de fosfatos por medio del proceso de actividad microbiana y la muerte inicial de la
población de microorganismos (Yaohui, X y Mang, L.2010). En cada ensayo con producto
comercial. Finalmente el Potasio como macronutriente es necesario para acelerar las diferentes
reacciones de la población bacteriana, involucrándose en procesos fisicoquímicos que aportan a
mantener la humedad dentro de los núcleos de las células (Ríos, R. 2005) ya que tienen la
facilidad de movilizarse por la textura del suelo francoarenoso y condiciones de humedad que
estuvieron entre el 9-12% permitiendo satisfactoriamente el incremento gradual del potasio.

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES DEL TRABAJO
 El presente trabajo de investigación permitió evidenciar la reducción de Hidrocarburos
Totales en el suelo previamente contaminado, verificado con el método analítico de
Gravimetría, logrando comprobar la capacidad de reducción en cada uno de los ensayos
con los productos comerciales según sus componentes e interacción con las variables
estándar por medio de los diferentes porcentajes de remoción entre un rango del 7590% en cada una de las celdas de estudio, indicando que la diferencia de remoción entre
cada tratamiento depende de la actividad biológica de las bacterias.
 El control de variables como pH, temperatura, oxígeno y cantidad de nutrientes logran
un proceso óptimo en la alternativa de la biorremediación, como se demostró en este
estudio, para la biorremediación de diésel se sugiere que el pH se encuentre entre un
rango de 5.8-6.5, ya que las enzimas y el fertilizante aumentaron su pH hacia niveles
neutros que fueron óptimos para el crecimiento y metabolismo bacteriano,
adicionalmente, la temperatura ambiente entre 18-21 °C, proporcionar oxígeno por
volteo del suelo semanalmente, mantener la proporción adecuada de nutrientes
(carbono, nitrógeno y fósforo) en relación 100:10:1;
 Se evidenció que el uso de los productos comerciales (Environoc 101 - OSE II –
Solucat) refuerzan el proceso de biorremediación bajo las condiciones que se emplearon
en este estudio, controlando los factores de pH, humedad, temperatura y aceptor de
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electrones (oxígeno), en este caso, a escala laboratorio, no se observaron diferencias
significativas con el proceso de atenuación natural al cual no se le agregaron productos
comerciales.
 En cuanto al crecimiento microbiano, se demostró que el suelo viene con una población
microbiana con capacidad para degradar el diésel, al realizar los procesos de
bioestimulación y bioaumentación se evidenció que la población microbiana aumenta
entre 1 y 2 órdenes de magnitud. De igual forma todos los ensayos mantienen la
población microbiana en un título alto en el tiempo, sugiriendo que las bacterias toleran
el diésel y que lo emplean como fuente de carbono al degradarlo.
 De acuerdo a los tratamientos de este estudio, el que presentó resultados más favorables
teniendo en cuenta el costo-beneficio fue atenuación natural, en la literatura se ha
reportado que en algunos casos la atenuación natural tiene un rango positivo del 7585% de reducción de contaminantes (Wisconsin Department of Natural Resources.
2014), por lo que se deduce que en casos de suelos potencialmente contaminados por
largos periodos o de manera muy frecuente, la población nativa de los suelos alcanzan
una degradación significativa habitual cuando incrementa su población; sin embargo el
tiempo para reestablecer el suelo contaminado es demasiado largo. Se debe tener en
cuenta que si se selecciona la atenuación natural como alternativa de biorremediación
se debe realizar un monitoreo en el tiempo para verificar que efectivamente se reduce la
concentración del contaminante.

4.2 CONTRIBUCIONES DE LA TESIS
Los aportes del autor del presente trabajo de grado “Análisis comparativo de la eficiencia
de productos para la biorremediación de suelos contaminados con diésel (UN 1202)
utilizando métodos de bioestimulación y bioaumentación a escala piloto”, son:
-

Diseño experimental para realizar la comparación de las tecnologías biorremediación,
bioaumentación y atenuación natural a escala laboratorio.

-

Desarrollo del modelo experimental bajo condiciones de análisis estadístico y
comparativo ANOVA (ver anexo D) con software IBM SPSS Statistics y Sigmaplot
para validación de los ensayos y muestras reales tomadas en la investigación.

-

Análisis de datos detallado mediante pruebas de Laboratorio certificadas por el
IDEAM.

-

Presentación de resultados empleando el software SigmaPlot 12.0 (gráficos) que
evidencian la operación real del diseño planteado y además se constituyen en la base
para escala industrial.

4.3 SUGERENCIAS PARA PRÓXIMOS TRABAJOS DE INVESTIGACIÓN
 Es necesario plantear un estudio previo de volatilización de combustibles, es decir
que es necesario conocer la pérdida de combustible, específicamente diésel (UN
1202) para un resultado más puntual del proceso de biorremediación para llevar un
seguimiento de las concentraciones añadidas inicialmente y tener un manejo más
estricto de las variables a lo largo del estudio.
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 Se recomienda realizar el mismo procedimiento empleando suelo estéril, para
verificar la acción degradadora de diésel de los microorganismos nativos en estas
muestras de suelo, de esta forma se lograría evidenciar la acción de la degradación
por factores fisicoquiímicos.
 Con fines investigativos, realizar un estudio de identificación (género y especie) de
los microorganismos degradadores de diésel mediante la caracterización de la
población microbiana nativa y su identificación, empleando técnicas bioquímicas
y/o moleculares, se propone extracción de ADN total de la muestra de suelo,
secuenciación masiva y análisis bioinformático con el fin de obtener información
detallada de la comunidad de estudio.
 La siguiente etapa del estudio será realizar una prueba en campo para correlacionar
los resultados encontrados en este ensayo a escala laboratorio y evaluar su
comportamiento.
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ANEXO A
Estudios de recuento microbiológico, promedio, desviación estándar, relación
C(100):N(10):P(1)

A. Cálculos Recuento Microbiológico para celda de control, bacterias, enzimas,
fertilizante.
Tabla 6. Crecimiento microbiológico celda de control.
Control
Día

Crecimiento (UFC/gr)
R1
R2
R3
0
80000000
90000000
40000000
14
50000
700000
2500000
28
500000
8000000
35000000
42
60000
3000000
40000000
56
650000
4300000
46000000
70
580000
4500000
45000000
84
520000
4600000
48000000
98
550000
5000000
46000000
Fuente: Autora 2016

Determinar el título de cada réplica con +LOG(R1+1), +LOG(R2+1), +LOG(R3+1)

Cálculo del promedio con PROMEDIO (R1:R3)

Cálculo desviación estándar +DESVEST(R1:R3)

Tabla 7. Crecimiento microbiológico celda de control con su respectivo cálculo promedio y
SD.
Control
T
Día
0
14
28
42
56
70
84
98

R1

R2

R3

Promedio

DE

7,903
4,698
5,698
5,784
5,812
5,763
5,716
7,903

7,954
5,845
6,903
6,477
6,632
6,653
6,662
6,698

7,602
6,397
7,544
7,602
7,662
7,653
7,681
7,662

7,954
5,845
6,903
6,477
6,633
6,653
6,662
6,698

7,602
6,397
7,544
7,602
7,664
7,653
7,681
7,662
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Fuente: Autora 2016

Tabla 8. Crecimiento microbiológico celda de bacterias (Environoc 101).
Bacterias
Crecimiento (UFC/gr)
Día
R1
R2
R3
2500000000
300000000
280000000
0
3000000
3500000
3300000
14
280000000
3800000
38000000
28
23000000
290000000
3000000
42
25000000
320000000
3500000
56
2800000
3000000
3400000
70
3000000
28000000
38000000
84
280000
3200000
3600000
98
Fuente: Autora 2016

Determinar el título de cada réplica con +LOG(R1+1), +LOG(R2+1), +LOG(R3+1)

Cálculo de el promedio con PROMEDIO (R1:R3)

Cálculo desviación estándar +DESVEST(R1:R3)
Tabla 9. Crecimiento microbiológico celda de bacterias (Environoc 101) con su respectivo
cálculo promedio y SD.
Bacterias T
Día
0
14
28
42
56
70
84
98
Fuente: Autora 2016

R1

R2

R3

Promedio

DE

9,398
6,477
8,447
7,362
7,398
6,447
6,477
5,447

8,477
6,544
6,580
8,462
8,505
6,477
7,447
6,505

8,447
6,519
7,580
6,477
6,544
6,531
7,580
6,556

8,774
6,513
7,536
7,434
7,482
6,485
7,168
6,170

0,540
0,034
0,934
0,995
0,983
0,043
0,602
0,626

Tabla 10. Crecimiento microbiológico celda de enzimas (OSE II).

Enzimas
Crecimiento (UFC/gr)
Día
R1
R2
R3
2100000
240000000
150000000
0
19000000
3000000
1800000
14
25000000
34000000
2500000
28
280000000
4200000
3300000
42
33000000
4600000
45000000
56
360000000
4200000
4800000
70
310000000
3900000
3700000
84
28000000
3200000
36000000
98
Fuente: Autora 2016

Determinar el título de cada réplica con +LOG(R1+1), +LOG(R2+1), +LOG(R3+1)

Cálculo de el promedio con PROMEDIO (R1:R3)

Cálculo desviación estándar +DESVEST(R1:R3)

Tabla 11. Crecimiento microbiológico celda de enzimas (OSE II) con su respectivo cálculo
promedio y SD.
Enzimas T
Día
0
14
28
42
56
70
84
98
Fuente: Autora 2016

R1

R2

R3

Promedio

DE

6,322
7,279
7,398
8,447
7,519
8,556
8,491
7,447

8,380
6,477
7,531
6,623
6,663
6,623
6,591
6,505

8,176
6,255
6,398
6,519
7,653
6,681
6,568
7,556

7,626
6,670
7,109
7,196
7,278
7,287
7,217
7,170

1,134
0,538
0,620
1,085
0,537
1,100
1,104
0,578
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Tabla 12. Crecimiento microbiológico celda de fertilizante (Solucat ).

Fertilizante
Crecimiento (UFC/gr)
Día
R1
R2
R3
2100000
240000000
150000000
0
19000000
3000000
1800000
14
25000000
34000000
2500000
28
280000000
4200000
3300000
42
33000000
4600000
45000000
56
360000000
4200000
4800000
70
310000000
3900000
3700000
84
28000000
3200000
36000000
98
Fuente: Autora 2016

Determinar el título de cada réplica con +LOG(R1+1), +LOG(R2+1), +LOG(R3+1)

Cálculo del promedio con PROMEDIO (R1:R3)

Cálculo desviación estándar +DESVEST(R1:R3)

Tabla 13. Crecimiento microbiológico celda de fertilizante (Solucat) con su respectivo
cálculo promedio y SD.
Fertilizante T
Día
0
14
28
42
56
70
84
98
Fuente: Autora 2016

R1

R2

R3

Promedio

DE

7,380
6,255
7,415
7,544
7,580
7,602
7,544
6,602

8,041
6,204
6,477
6,556
6,544
6,519
7,519
7,544

8,000
6,176
7,447
6,477
6,505
7,544
7,591
7,556

7,807
6,212
7,113
6,859
6,876
7,222
7,551
7,234

0,370
0,040
0,551
0,594
0,610
0,610
0,037
0,547

B. Resultados Laboratorio IMA.
Tablas 14. Prueba inicial de análisis Laboratorio IMA 2016.

PRUEBA INICIAL
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Nitrógeno Total
Fósforo
Potasio
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
%
mg/kg
mg/kg
°C

RESULTADO
4,09
10,88
5,64
1,24
9,77
22,89
21

Fuente: Lab. IMA 2016

CONTROL 2

CONTROL 1
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

RESULTADO
10,12
1,76
5,87
19

PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Temperatura

Fuente: Lab. IMA 2016

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

Fuente: Lab. IMA 2016

CONTROL 3
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Nitrógeno Total
Fósforo
Potasio
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
%
mg/kg
mg/kg
°C

RESULTADO
6,67
2,38
5,28
1,08
21,14
88,27
20

Fuente: Lab. IMA 2016

RESULTADO
11,52
2,04
5,94
20
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Tablas 15. Prueba para muestras de control en réplica 1, 2 ,3, análisis Laboratorio IMA
2016.
BACTERIAS 1
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

BACTERIAS 3
RESULTADO
6,7
0,61
5,84
18

Fuente: Lab. IMA 2016

PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

RESULTADO
6,22
3,9
5,65
20

Fuente: Lab. IMA 2016

BACTERIAS 2
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Nitrógeno Total
Fósforo
Potasio
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
%
mg/kg
mg/kg
°C

RESULTADO
6,75
1,8
5,73
1,41
47,27
22,89
20

Fuente: Lab. IMA 2016

Tablas 16. Prueba para muestras de bacterias en réplica 1, 2 ,3, análisis Laboratorio IMA
2016.
ENZIMAS 1
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

ENZIMAS 3
RESULTADO
9,61
1,9
5,89
19

PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

Fuente: Lab. IMA 2016

RESULTADO
9,12
3,1
6,27
19

Fuente: Lab. IMA 2016

ENZIMAS 2
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Nitrógeno Total
Fósforo
Potasio
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
%
mg/kg
mg/kg
°C

RESULTADO
11,17
2,6
6,32
2,48
128,41
411,24
20

Fuente: Lab. IMA 2016

Tablas 17. Prueba para muestras de enzimas en réplica 1, 2 ,3, análisis Laboratorio IMA
2016.

FERTILIZANTE 3

FERTILIZANTE 1
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

RESULTADO PARÁMETRO
Humedad
9,85
TPH
1,1
ph
6,06
Temperatura
19

UNIDAD
%
%
unidades ph
°C

RESULTADO
12,15
4,65
6,41
18

Fuente: Lab. IMA 2016

Fuente: Lab. IMA 2016

FERTILIZANTE 2
PARÁMETRO
Humedad
TPH
ph
Nitrógeno Total
Fósforo
Potasio
Temperatura

UNIDAD
%
%
unidades ph
%
mg/kg
mg/kg
°C

RESULTADO
12,77
1,16
6,3
3,36
93,64
410,24
21

Fuente: Lab. IMA 2016

Tablas 18. Prueba para muestras de fertilizante en réplica 1, 2 ,3, análisis Laboratorio
IMA 2016.
C. Promedio Humedad en 98 días.
Tablas 19. Registro de temperatura en los 98 días de estudio.
Temperatura
Día
0
14
28
42
56
70
84
98

CONTROL BACTERIAS ENZIMAS FERTILIZANTE
20,3
20,5
21,2
19,8
19
20
21
20,3
21
20
20,1
20
20
20,7
21,2
20,8
20,1
19
21,5
21
20,7
20,5
19,8
21,8
19,5
21
21,7
21,4
18,9
20,4
21
19,3
Fuente: Autora 2016
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D. Unidades de pH en cada una de las celdas con su respectivo promedio y desviación
estándar.
Tablas 20. Registro de pH en los 98 días de estudio.
DIA

R1

R2

R3

PROMEDIO

SD

CONTROL

0
98

5,64
5,87

5,64
5,94

5,64
5,28

5,64
5,697

0
0,363

BACTERIAS

0
98

5,64
5,84

5,64
5,73

5,64
5,65

5,64
5,74

0
0,095

ENZIMAS

0
98

5,64
5,89

5,64
6,32

5,64
6,27

5,64
6,16

0
0,235

FERTILIZANTE

0
98

5,64
6,06

5,64
6,3

5,64
6,41

5,64
6,26

0
0,179

Fuente: Autora 2016

ANEXO B
Resultados Laboratorio Ingeniería Medio Ambiental IMA. Ideam 2013,
reporte e informes por medio de los diferentes métodos analíticos para cada
uno de los parámetros a investigar.
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ANEXO C
Registro fotográfico, montaje, mantenimiento de estudio por 98 días, muestras
laboratorio.

Imagen 1. Fuente: Autor 2016. Montaje de
Celdas con material previo a contaminar con
Diésel (UN 1202), dispuesto con geomembrana.

Imagen 2. Fuente: Autor 2016. Replica de
celdas, aspersión de bacterias (Environoc
101)

Imagen 3. Fuente: Autor 2016.Aireación de
las celdas previamente inoculadas con
bacterias por medio de un bajalenguas estéril.

Imagen 4. Fuente: Autor 2016.Replica de
celdas, aspersión de enzimas (LOSE II)

Imagen 5. Fuente: Autor 2016.Aireación de
las celdas por medio de espátula estéril.
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Imagen 6. Fuente: Autor 2016.Montaje de
celdas, con fertilizante, bacterias, enzimas y
control.

Imagen 8. Fuente: Autor 2016.Separación de
celdas enzimas y fertilizante en el lugar del
estudio.

Imagen 10. Fuente: Autor 2016.Toma de
muestra por triplicado en celdas de bacterias.

Imagen 7. Fuente: Autor 2016.Separación de
celdas control y bacterias en el lugar de estudio.

Imagen 9. Fuente: Autor 2016. Toma de
muestra por triplicado en celdas de 1 control.

Imagen 11. Fuente: Autor 2016. Toma de
muestra por triplicado en celdas de enzimas.

Imagen 12. Fuente: Autor 2016.Toma de
muestra por triplicado en celdas de
fertilizante.

Imagen 14. Fuente: Autor 2016. Preparación
de los medios de cultivo para su respectiva
siembra en un ambiente estéril día 0

Imagen 16. Fuente: Autor 2016.Preparción
de los medios de cultivo para su respectiva
siembra en un ambiente estéril día 56.

Imagen 13. Fuente: Autor 2016. 12 muestras
de 1.5 gr para estudio de laboratorio.

Imagen 15. Fuente: Autor 2016. Preparación
de los medios de cultivo para su respectiva
siembra en un ambiente estéril día 28.

Imagen 17. Fuente: Autor 2016.Preparación de
los medios de cultivo para su respectiva siembra
de fertilizante y bacterias en un ambiente estéril.
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Imagen 18. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
de colonias para control de bacterias,
enzimas y fertilizante.

Imagen 19. Fuente: Autor 2016. Crecimiento
de colonias para celda de control día 0

Imagen 20. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
de colonias para celda de bacterias día 0

Imagen 21. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
de colonias para celda de enzimas día 0

Imagen 22. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
de colonias para celda de fertilizante día 0

Imagen 23. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
de colonias para celda de control día 56

Imagen24. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
de colonias para celda de enzimas día 56.

Imagen 25. Fuente: Autor 2016. Crecimiento
par recuento de colonias para celda
fertilizante.

Imagen 26. Fuente: Autor 2016. Crecimiento
para recuento de colonias para celda enzimas.

Imagen 27. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
para recuento de colonias para celda control.

Imagen 28. Fuente: Autor 2016. Crecimiento
para recuento de colonias para celda control.

Imagen 29. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
para el recuento de colonias para celda de
control día 98. Siembra realizada por
triplicado.
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Imagen 30. Fuente: Autor 2016.Crecimiento
para el recuento de colonias para celda de
bacterias día 98. Siembra realizada por
triplicado.

Imagen 31. Fuente: Autor 2016. Crecimiento
para el recuento de colonias para celda de
enzimas día 98. Siembra realizada por
triplicado.

Imagen 32. Fuente: Autor 2016. Crecimiento
para el recuento de colonias para celda de
enzimas día 98. Siembra realizada por
triplicado.

Imagen 33. Fuente: Autor 2016.
Mantenimiento de celdas con agua potable en
botella (100 ml) cada tercer día.

Imagen 34. Fuente: Autor 2016.
Mantenimiento de celdas de fertilizante con
agua potable en botella (100 ml) cada tercer
día.

Imagen 35. Fuente: Autor 2016.Aireación de
celdas control con espátula estéril.

Imagen 36. Fuente: Autor 2016.Aireación de
celdas de fertilizante con espátula estéril.

Imagen 37. Fuente: Autor 2016. Aspersión
de bacterias y enzimas en las celdas
correspondientes.

Imagen 38. Fuente: Autor 2016. Espátulas
estériles para la aireación de cada celda.

Imagen 39. Fuente: Autor 2016. Aireación
cada tercer día por 98 días para las celdas
control.

Imagen 40. Fuente: Autor 2016.Aireación
cada tercer día por 98 días para las celdas de
bacterias.

Imagen 41. Fuente: Autor 2016. Aireación
cada tercer día por 98 días para las celdas de
enzimas.
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Imagen 42. Fuente: Autor 2016.
Mantenimiento celda fertilizante

Imagen 44. Fuente: Autor 2016. Muestra por
triplicado de control.

Imagen 46. Fuente: Autor 2016. Disposición
de muestras para su respectivo análisis de
laboratorio IMA

Imagen 43. Fuente: Autor 2016. Muestra por
triplicado de bacterias.

Imagen 45. Fuente: Autor 2016. Muestra por
triplicado de enzimas.

Imagen 47. Fuente: Autor 2016. Muestras
dispuestas en bolsas ziploc para envío al
laboratorio IMA.

Imagen 48. Fuente: Autor 2016. 12 muestras
de suelo contaminadas con diésel para envío
a laboratorio IMA

Imagen 49. Fuente: Autor 2016.Muestras de
suelo sin contaminar para envío laboratorio
IMA

Imagen 50. Fuente: Autor 2016. Muestras de
enzimas y fertilizante para envío a
laboratorio IMA.
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ANEXO D
Resultados tabla Anova por Software IBM SPSS Statistics.

GET
FILE='C:\Users\Laboratorio\Desktop\Tesis Alejandra.sav'.
DATASET NAME Conjunto_de_datos1 WINDOW=FRONT.
EXAMINE VARIABLES=Tratamientos BY Dias
/PLOT NPPLOT
/STATISTICS DESCRIPTIVES
/CINTERVAL 95
/MISSING LISTWISE
/NOTOTAL.
[Conjunto_de_datos1] C:\Users\Laboratorio\Desktop\Tesis
Alejandra.sav

ONEWAY Tratamientos Crecimiento BY Dias
/STATISTICS HOMOGENEITY
/MISSING ANALYSIS
/POSTHOC=TUKEY GH ALPHA(0.05).

Tabla 21. Resultados tabla Anova por medio del ingreso de datos de crecimiento
microbiológico para los diferentes tratamientos propuestos en el diseño experimental.

Tratamientos

Crecimiento

Entre grupos
Dentro de
grupos
Total
Entre grupos

Dentro de
grupos
Total

ANOVA
Suma de
cuadrados
,000
120,000
120,000
9124023891
48958340,0
00
5733791769
274999800,
000
6646194158
423958500,
000

gl
7
88
95
7

88

Media
cuadrática
,000
1,364

1303431984
49851200,0
00
6515672465
0852272,00
0

F

Sig.

,000

1,000

2,000

,064

95

Fuente: Autora 2016.

